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研究成果の概要（和文）：異質４倍体である水田一年生雑草のコナギとミズアオイにおけるアセ

ト乳酸合成酵素阻害剤の一種であるスルホニルウレア系除草剤に対する抵抗性生物型をモデル

として、除草剤抵抗性の進化と遺伝子重複の関係を解き明かそうとした。コナギとミズアオイ

には、ともに複数コピーのアセト乳酸合成酵素遺伝子が存在し、抵抗性獲得にはこのうち少な

くとも 2遺伝子で抵抗性を付与する一塩基置換が同時に生じることが必要であることを明らか

にした。 

 
研究成果の概要（英文）：The relationship between gene duplication and evolution of 

herbicide resistance in weeds was investigated using sulfonylurea herbicide, one of 

acetolactate synthase inhibiting herbicides, resistant Monochoria vaginalis and M. 
korsakowii.  These two paddy weeds are allotetraploid.  Both M. vaginalis and M. 
korsakowii have multiple acetolactate synthase genes and single nucleotide substitution at 

least two acetolactate synthase genes was necessary to confer sulfonylurea herbicide 

resistance. 
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１．研究開始当初の背景 

雑草の除草剤抵抗性生物型の顕在化は、農
業生産に重大な損失を与えている。農耕地に
は多くの雑草が生育しているが、すべての雑

草で抵抗性生物型が顕在化しているわけで
はない。 

雑草の除草剤抵抗性の獲得には、当該除草
剤が標的とする酵素の立体構造の変化をも
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たらすアミノ酸置換、当該除草剤の解毒・代
謝機能の向上あるいは当該除草剤の吸収・移
行阻害などが関与していることが報告され
ている。このうち、アミノ酸置換による抵抗
性獲得の報告がもっとも多い。 

他方、雑草の除草剤抵抗性生物型は、感受
性型と比較して種子生産量で評価される適
応度が劣っていることが報告されている事
例と適応度に差異がない事例が混在してい
る。差異がない事例では、適応度の低下が遺
伝子重複によって補償されている可能性も
考えられる。 

当該除草剤が標的とする酵素の立体構造
の変化をもたらすアミノ酸置換による除草
剤抵抗性の獲得は、当該遺伝子の一塩基置換
によって生ずることから除草剤抵抗性の進
化と遺伝子重複の関わりを考察するモデル
となると考えられる。 

除草剤抵抗性の進化を予測できれば、抵抗
性生物型が顕在化する前に予防的措置を講
ずることが可能になるため、農業生産上意義
があると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

雑草には倍数性の種が多く存在すること
から、遺伝子重複も一般に認められると考え
られる。農業生産に負の影響を与えている雑
草の除草剤抵抗性生物型の防除法の確立や
出現予測は重要である。このために、ともに
異質 4倍体である水田一年生雑草のコナギと
ミズアオイの、アセト乳酸合成酵素阻害剤の
一種であるスルホニルウレア系除草剤に対
する抵抗性生物型をモデルとして、除草剤抵
抗性の進化と遺伝子重複の関係を解き明か
そうとした。コナギは日本の水稲作における
最重要害草であり、ミズアオイはコナギと同
じ属に属する雑草である。また、スルホニル
ウレア剤は日本の水稲作において最も広く
使用されている除草剤である。 

 

 

３．研究の方法 

（１）材料 

京都府京丹後市由来のスルホニルウレア
系除草剤抵抗性および精華町由来の感受性
コナギを供試した。ミズアオイについては、
宮城県石巻市および亘理町由来の抵抗性生
物型ならびに福井市および静岡市由来の感
受性生物型を供試した。 

 

（２）スルホニルウレア系除草剤抵抗性検定
試験 

京都大学農学研究科附属農場において水
田土壌を詰めた直径10 cmのプラスチックポ
ットでコナギおよびミズアオイのそれぞれ
の系統を 1ポットあたり 10個体ずつ育成し、

標準施用量のスルホニルウレア系除草剤を
処理し、抵抗性の有無を確認した。反復は 3

とした。 

 

（３）アセト乳酸合成酵素遺伝子配列の解析 

 被子植物の公表されているアセト乳酸合
成酵素遺伝子の塩基配列を参考にプライマ
ーを設計し、PCRを行い、シーケンサーによ
って配列を解読した。 

 

（４）スルホニルウレア系除草剤抵抗性をも
たらす塩基置換の特定 

 アセト乳酸合成酵素遺伝子の Pro197 部位
における塩基置換の有無を CAPS 法により
確認した。さらに、塩基置換が確認されたア
セト乳酸合成酵素遺伝子の置換塩基をシー
ケンサーを用いて明らかにした。 

 

（５）アセト乳酸合成酵素遺伝子の発現量の
解析 

 葉からRNAを抽出し、RT-PCRを行った。
また、標準施用量のスルホニルウレア系除草
剤処理前、処理 3、6、12、24 時間後の発現
量を RT-PCRによって調査した。 

 
 
４．研究成果 
（１）スルホニルウレア系除草剤抵抗性検定
試験 

 供試したコナギおよびミズアオイの感受
性集団由来個体はすべて、標準施用量のスル
ホニルウレア系除草剤処理後、枯死した。一
方、抵抗性集団由来個体はすべて、標準施用
量のスルホニルウレア系除草剤処理後も枯
死しなかった（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 スルホニルウレア系除草剤抵抗性 

検定試験の結果の一例 

上段は無処理、下段はスルホニルウレア系除
草剤処理、福井は感受性個体、宮城は抵抗性
個体 

 

 

（２）アセト乳酸合成酵素遺伝子配列の解析 

 被子植物の公表されているアセト乳酸合

福井   宮城   宮城 



 

 

成酵素遺伝子の塩基配列を参考にプライマ
ーを設計し、PCRを行い、シーケンサーによ
って配列を解読した結果、コナギおよびミズ
アオイとも 5つのアセト乳酸合成酵素遺伝子
様配列を得た。 

コナギでは、これらをそれぞれ ALS1、
ALS2、ALS3、ALS4 および ALS5 とした。
全長約 2kbp と推定される塩基配列のうち、
約 1.7kbpを解読した。 

 ミズアオイでは、得られた 5種類のアセト
乳酸合成酵素遺伝子様配列のうち、2つでは、
終止コドンの挿入があり、偽遺伝子であると
推定された（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ミズアオイのアセト乳酸合成酵素 

遺伝子解析結果 

 

 

（３）スルホニルウレア系除草剤抵抗性をも
たらす塩基置換の特定 

アセト乳酸合成酵素遺伝子の Pro197 部位
における塩基置換の有無を CAPS 法により
確認し、塩基置換が確認されたアセト乳酸合
成酵素遺伝子の置換塩基をシーケンサーを
用いて明らかにしたところ、コナギについて
は、精華町由来の感受性個体では、Pro197

部位における塩基置換が認められなかった
のに対し、京丹後市由来の抵抗性個体では、
ALS1 の Pro197 部位において CCT が TCT

（Ser）に変異するとともに、ALS5の Pro197

部位においても CCT が CTT（Leu）に変異
していた。 

ミズアオイについては、福井市および静岡
市由来の感受性個体では、ALS2 の Pro197

部位において CCT が CTT（Leu）に変異し
ていたが、ALS1および ALS3では塩基置換
が確認されなかった。石巻市由来の抵抗性個
体では、ALS1の Pro197 部位において CCT

が TCT（Ser）に変異するとともに、ALS2
のPro197部位においてもCCTがCTT（Leu）
に変異していた。また、亘理町由来の抵抗性
個体では、ALS2 の Pro197 部位において
CCT が CTT（Leu）に変異するとともに、
ALS3 の Pro197 部位において CCT が GCT

（Ala）に変異していた。 

コナギと異なり、ミズアオイでは ALS2 の
Pro197 部位における CTT（Leu）への変異
が感受性あるいは抵抗性にかかわらず、一般

的に認められるようである。 

コナギとミズアオイが、スルホニルウレア
系除草剤に対する抵抗性を獲得するには、少
なくとも 2遺伝子で抵抗性を付与する一塩基
置換が同時に生じることが必要であること
が推定された（表 1）。 

 

 

表 1 アセト乳酸合成酵素遺伝子の 

Pro197部位における塩基置換 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）アセト乳酸合成酵素遺伝子の発現量の
解析 

 前述（３）の研究結果から、ミズアオイが
スルホニルウレア系除草剤に対する抵抗性
を獲得するには、抵抗性を付与することが他
種で報告されている一塩基置換が 1遺伝子で
生じるだけでは不十分であることが推定さ
れた。このため、ミズアオイの感受性および
抵抗性個体の葉から RNAを抽出し、RT-PCR

を行った結果、両者で ALS2の発現が認めら
れた。また、標準施用量のスルホニルウレア
系除草剤処理前、処理 3、6、12、24 時間後
の発現量の推移を RT-PCR によって調査し
た結果、いずれのサンプリング時においても
ALS2の発現が認められた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 スルホニルウレア系除草剤処理後の
ALS2発現量の推移 

 

 

これらの結果から、コナギとミズアオイに
は、ともに複数コピーのアセト乳酸合成酵素
遺伝子が存在し、除草剤抵抗性獲得には少な
くとも 2遺伝子で抵抗性を付与する一塩基置
換が必要であり、複数コピーがともに機能し
ている可能性があることを明らかにした。 

 

本研究の成果は、水田雑草において当該除
草剤が標的とする酵素遺伝子について、抵抗
性を付与する塩基置換が 2遺伝子において同
時に生じる必要性を示した最初の例で、除草
剤抵抗性水田雑草の防除計画策定に寄与す



 

 

るものと考えられる。 
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