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緒　　　言

近年，スルホニルウレア系除草剤（SU剤）に対し
て抵抗性を示すSU抵抗性バイオタイプが多くの水田
雑草で見つかっている7）。特にアゼトウガラシ属の水
田雑草｛アゼナLindernia procumbens（Krock.）
Borbas，アメリカアゼナL. dubia（L.）var. major

Pennell，タケトアゼナL. dubia（L.）Pennell var.
dubia，アゼトウガラシL. micrantha D.Don｝とイヌ
ホタルイ（Scirpus juncoides Roxb. var. ohwianus

T. Koyama**** ）では，抵抗性バイオタイプが確認
された事例が数多く報告されている7，9）。
これら抵抗性バイオタイプの検定法には発根法3）

や地上部再生法5） などがあるが，少量の植物片から
迅速に抵抗性を検定する方法として，アセト乳酸合

成酵素（ALS）のin vivo assay法を利用した迅速検
定法がある2,  8,  10）。この方法は数十mgという少量の
光合成組織を使って検定できる点，及び2日間で結
果が判明するという点で他の方法より優れており，こ
の方法を利用すると植物体を生かしたまま短期間で
多数の検体を検定することができる。この利点によ
り，検定した植物の後代を解析する研究や抵抗性バ
イオタイプの分布調査などにおいて，この方法が極め
て有用な手法となる。
この検定法ではALS活性をin vivo assay法で測定
し，ALS活性がSU剤によって阻害されるか否かで抵
抗性検定を行う2）。したがってこの検定法では，雑草
のALS活性を安定して高い感度で検出するin vivo

assay法を確立することが重要となる。もし，不安定
で低い感度でしかALS活性が検出できない場合は，
SU剤処理によるALS活性阻害の有無を判断するこ
とができず，バイオタイプの判別も不可能となる。こ
れまでアゼトウガラシ属水田雑草で検討した結果で
は，ALS活性を安定して高い感度で検出するために
は明条件でin vivo assayを行う必要があることが分
かっている10）。この明条件の必要性はイヌホタルイで
も同様であり，播種5週間後のイヌホタルイと9葉期
のアゼナ及びタケトアゼナでは，in vivo assay時の試
料処理溶液にALSの基質であるピルビン酸を添加す
るとさらに高いALS活性が得られることが判明し
ている8）。このピルビン酸添加の効果は9葉期のアメ
リカアゼナとアゼトウガラシでは認められていない8）。
このように本検定法については，in vivo assay時
の条件検討が幾つかなされているが，検定に適した植
物部位についてはまだあまり検討されていない。ALS
活性は一般に代謝活性の高い分裂組織で高い活性を
示すとされているが1），アゼトウガラシ属水田雑草と
イヌホタルイで検定に適した植物部位を明示した報告
はまだない。また検定する植物部位の違いがピルビン
酸添加の効果に与える影響も明らかでない。そこで本
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報告では，アゼトウガラシ属水田雑草とイヌホタルイ
において検定に適した植物部位を明かにするため，異
なる部位におけるALS活性の差異を生育ステージご
とに明らかにするとともに，ピルビン酸添加の効果を
各生育ステージで検討した。

材料及び方法

アゼナ，アメリカアゼナ，アゼトウガラシ及びイヌ
ホタルイの種子は秋田県大仙市の東北農業研究セン
ター内の水田から採取した。タケトアゼナの種子は岩
手県雫石町の休耕田から採取した。アゼトウガラシ
属水田雑草の種子は採取後に密閉容器に入れて8℃
で保存し，2003年の4月中旬に播種を行った。播種
は，滅菌した植壌土を詰めたシードリングケースに行
い，25℃，15時間明条件の人工光（蛍光灯，約
200μmol/m2/h）の恒温室で生育させた。5月上旬に
は，植壌土を詰めた1/5,000aワグネルポットにポット
あたり5本になるように移植し，自然光の温室で生育
させた。実験期間中の温室の温度は20-30℃であっ
た。イヌホタルイの種子は湿潤土中に8℃で3ヶ月以
上保存し，使用時に30℃密栓水中に2日間置いて催
芽した後，埴壌土を詰めた1/5,000aワグネルポットに
播種した。イヌホタルイの播種は2003年6月上旬に
行い，ポットあたり2本に間引いて屋外で生育させた。
植物はいずれも秋田県大仙市の東北農業研究センタ
ー内の温室又は圃場で生育させた。肥料は化成肥料
によりN, P2O5, K2O = 6, 6, 6 kg/10aを全量基肥と
して植壌土に混合した。
アゼナ，アメリカアゼナ，タケトアゼナでは9葉期
から15葉期の植物（播種6週間後から11週間後），
アゼトウガラシでは9葉期と12葉期の植物（播種5週
間後と7週間後），イヌホタルイでは播種4週間後か
ら14週間後の植物から試料を採取して，ALS活性を
測定した。アゼトウガラシ属水田雑草の葉齢は，最
初の本葉（対生葉）が一対展開した時期を1葉期と
し，一対の対生葉が展開するに従い1葉分の葉齢が
進展するとして計測した。アゼトウガラシ属水田雑草
では未成熟葉4枚を含む茎頂部（第1図A）とその下
の成葉（第1図B）を実験に供した。イヌホタルイで
は，伸長が停止した長さ30cm以上の花茎を成熟花
茎とし，その上部（包葉及び花茎頂を除き，花茎頂
より下へ10cmまでの部分，第2図A）と下部（地表
面より上へ約1cmから11cmまでの部分，第2図B），
及び長さ20cm以下の伸長中の花茎（包葉及び花茎

頂を除き，花茎頂より下へ10cmまでの部分，第2図
C）を実験に供した。

ALSのin vivo assay法 はGerwickら2）の方法に
改良を加えたUchino & Watanabe8）を基本とした。
15mlの試験管に500μM 1, 1-cyclopropane dicar-
boxylic acid及び25％Murashige & Skoog（MS）
培地用混合塩類からなる溶液（以下，この溶液を処
理溶液とする）を4ml入れ，植物試料を処理溶液に
浸し，明条件（蛍光灯，約200μmol/m2/h）で2日
間（40-55時間）静置した。ピルビン酸の添加では，
処理溶液のピルビン酸ナトリウム濃度が10mMとな
るよう調製した。アゼトウガラシ属水田雑草の試料は
そのまま処理溶液に浸したが，イヌホタルイでは3-
5mmに細かく切断して浸した。静置後は試料を－
80℃で凍結保存した。各凍結試料は実験時に300μl
の蒸留水を入れた1.5mlのマイクロチューブに移し，
60℃で5分間，室温で45分間静置した。45分間の静
置の間には15分おきにチューブを攪拌した。この溶
液の100μlを新しい1.5mlのマイクロチューブに移し
た後，10μlの5％H2SO4を加え，60℃で30分間静
置し，50μlの0.5％（w/v） クレアチンと50μlの
5％（w/v）1-ナフトールを順に加えた。5％（w/v）
1-ナフトールは2.5NのNaOHに溶かし，使用直前に
調製した。37℃で30分間静置した後，15,000×ｇ，
4℃で5分間遠心して夾雑物を沈殿させ，上澄みの
530nmの吸光度を分光光時計で測定した。吸光度測
定の対照サンプルには，上記の操作中で5％ H2SO4
のかわりに2.5NのNaOHを加え，他の操作は同じに
して調製したものを使用した。530nmの吸光度から
アセトインの蓄積量を計算し11），ALS活性はアセト
インの蓄積速度によって示した2）。活性値はいずれも
3反復以上の試験結果から計算した。

結果及び考察

アゼトウガラシ属水田雑草の各生育ステージにおけ
る部位別のALS活性を第1図に示した。アゼナ，ア
メリカアゼナ及びタケトアゼナではいずれの生育ステ
ージでも未成熟葉を含む茎頂部（第1図A）がその下
の成葉（第1図B）より高い活性値を示した。アゼト
ウガラシでも12葉期では茎頂部と成葉との差異が明
らかではなかったが，9葉期には茎頂部で比較的高い
活性値を示した。この結果から，抵抗性検定に使用
する試料としては，比較的安定して高いALS活性が
得られる茎頂部が望ましいと考えられた。特にアゼナ
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の成葉では15葉期に顕著に活性が低下したことから，
安定して高いALS活性を得るためには茎頂部を使用
することが重要と考えられる。
一方イヌホタルイでは，成熟花茎で播種6週間後か
ら14週間後まで比較的安定したALS活性値を示し，
花茎下部より花茎上部で高い活性を示す傾向があっ
た（第2図，第1表）。伸長中の花茎（第2図C）で
は，播種8週間後，11週間後に成熟花茎より高い活
性値を示したが，播種4週間後と6週間後の活性値は
低かった（第1表）。播種14週間後には新たな花茎の
抽出がほとんどないために伸長中の花茎が得られなか

った。従ってイヌホタルイでは，安定して高いALS
活性を得られる成熟花茎の上部が抵抗性検定に適し
ていると考えられた。
次に，これら安定して高い活性が得られた部位に
おいて，ピルビン酸添加の効果を調べた。アゼナとタ
ケトアゼナの未成熟葉を含む茎頂部では，どの生育
ステージでも処理溶液にピルビン酸を加えることによ
って高い活性値が得られた（第3図）。アメリカゼナ
の9葉期，12葉期ではピルビン酸添加による活性化
が認められなかったが，アメリカゼナの15葉期では活
性の上昇が認められた。アゼトウガラシでも9葉期で

未成熟葉を含む茎頂部
成葉

第1図 アゼトウガラシ属水田雑草の異なる部位におけるアセト乳酸合成酵素活性の推移
図中のエラーバーは標準誤差を示す。
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は活性化が認められなかったが，12葉期ではピルビン
酸添加によって大きく活性が上昇するのが認められ
た。イヌホタルイの成熟花茎上部では，播種5週間後
にピルビン酸添加によってALS活性が大きく上昇し，
播種14週間後でもピルビン酸添加によって上昇する
傾向が認められた（第2表）。アメリカアゼナとアゼ
トウガラシの9葉期でピルビン酸添加の効果が認めら
れなかったことはUchino &Watanabe8）の結果と一致
している。しかし本結果では，これらの草種において
も葉齢が進んだ材料ではピルビン酸添加の効果が認
められることが判明した。この結果を考え合わせると，
本試験で検討した水田雑草では，総じてどの草種も
処理溶液にピルビン酸を加えた方が安定して高いALS
活性を検出できるものといえる。
ピルビン酸添加による活性上昇効果は，植物組織
内のピルビン酸が不足し，内生ピルビン酸濃度がALS
活性の律速要因となっている場合に起こると考えられ
る。従って本実験結果は，アゼナ，タケトアゼナの茎
頂部及びイヌホタルイの花茎上部では内生のピルビン
酸濃度がALS活性の律速要因の1つとなっているこ
とを示唆するものといえる。アメリカアゼナとアゼト
ウガラシの茎頂部でも葉齢が進むとピルビン酸の不足

が起こると考えられるが，本実験のアメリカアゼナの
9葉期，12葉期，アゼトウガラシの9葉期ではピルビ
ン酸添加による活性上昇が見られておらず，この時期
には内生ピルビン酸濃度が十分なレベルにあるものと
考えられる。

ALS活性は一般に代謝活性の高い分裂組織で高い
活性を示すとされている1）。本実験でもアゼトウガラ
シ属水田雑草では分裂組織を含む茎頂部で高い活性
が示された。一方，イヌホタルイでは簡便に採取でき
る部位として花茎を実験材料とした。イヌホタルイで
は花茎を形成する分裂組織が株基部にあり，包葉及
び小穂を形成する分裂組織が花茎頂にある。株基部
の分裂組織については，地中にあってその採取が簡便
でないことから，抵抗性の検定材料として適さないこ
とを考慮して実験材料としなかった。花茎頂について
は，そこに小穂が着生して採取時にからみあうため，
小穂及び花茎頂のついたままの花茎は採取が煩雑に
なる場合があった。また小穂及び花茎頂のALS活性
について予備実験を行った結果では，花茎頂を含ま
ない花茎と比較して高い活性を示すことはなかった。
こうしたことから，抵抗性検定法としての簡便性を考
慮し，花茎頂を除外した花茎を実験材料とした。イ
ヌホタルイの分裂組織のALS活性については今後の
詳細な実験が必要であるが，抵抗性検定を考えた場
合，安定した高いALS活性が得られる成熟花茎の上
部が簡便に採取できる試料として適しているものとい
える。
イヌホタルイの花茎上部で花茎下部より高い活性
が得られた要因としては，葉緑体含量の違いが考え
られる。採取した花茎上部はいずれも花茎下部より
濃い緑色を呈しており，生重あたりの葉緑体含量が
高かった可能性がある。ALS酵素は葉緑体で発現す
るため1），花茎上部では高い葉緑体含量に比例して
ALS活性が高く検出されたのかもしれない。しかし

第2図 イヌホタルイの採取部位の模式図

第1表　イヌホタルイの異なる部位におけるアセト乳酸合成酵素活性の推移

播種後期間

各値は平均値±標準誤差（単位はアセトイン換算でμg / gFW / h）で表示した。播種後 4週間目
には 20 cm以下の伸長中の花茎しか採取できず，播種後 14週間目には 20 cm以下の伸長中の花
茎が採取できなかった。

4週間 　　　　6週間 　　　　8週間 　　　　11週間 　　　　14週間

成熟花茎上部　　　　　　　　　　  2.4± 1.2　　　2.8± 0.6　　　  2.5± 0.5　　　  2.1± 0.3

成熟花茎下部　　　　　　　　　　  2.0± 0.3　　　2.3± 0.4　　　  1.7± 0.8　　　  1.9± 0.9

伸長中の花茎　　　  0.7± 0.2　　　1.9± 1.6　　　3.6± 0.6　　　  2.9± 0.5
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本実験では実際の葉緑体含量を測定しておらず，こ
の点については今後の更なる研究が必要であろう。
以上，本実験の結果より，4種のアゼトウガラシ水
田雑草では未成熟葉を含む茎頂部，イヌホタルイで
は成熟花茎の上部が検定材料として適しており，こ
れらを用いて処理液にピルビン酸を加えて検定するこ
とにより，幅広い生育ステージで安定して抵抗性検
定が可能となると考えられる。
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