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第６章　ネギの生育・花成におけるジベレリンの機能解明

　ジベレリンは植物ホルモンの一つであり、高等植物の
生活環を通して、茎部の伸長、種子発芽の誘導、花芽形
成など重要な生理現象を制御している（神谷、1994；
豊増、2004）。ジベレリンは、イネ馬鹿苗病の病原菌
（ ）が生産する毒素として単離、構
造決定された物質であり、現在、136 種の同族体が天然
型ジベレリンとして登録されている（Plant-hormones、
2007）。高等植物におけるジベレリン生合成経路には、
ジベレリン骨格に水酸基が導入される時期の違う２つの
主要な経路、早期13位水酸化経路と早期非水酸化経路が
存在する（神谷、1994；豊増、2004）。前者では、GA12
の13 位に水酸基が導入されてGA53となり、20 位、３位
が順次酸化されて活性型ジベレリンGA1となる。後者で
は、GA12の13 位に水酸基が導入されない以外は早期 13
位水酸化経路と同様に生合成が進行し、活性型ジベレリ
ンGA4が生成する。また、GA1と同程度の生物活性を示
すGA3は、高等植物での検出例は少ないが、トウモロコ
シにおいてGA20からGA5を経て生合成されることが報告
されている（Fujiokaら、1990）。
　栄養成長から生殖成長への移行は、植物の発育におけ
る重要な段階である。一般に、花成に伴う茎伸長には、
ジベレリンが関与することが定説となっている
（Chouard、1960；Pharis・King、1985）。また、モデル
植物のシロイヌナズナをはじめとする幾つかの低温要求
性の植物では、低温による花成誘起がジベレリンによっ
て代替できることが報告されている（Mouradovら、
2002；Pharis・King、1985；Wittwer・Bukovac、1957）。
その一方で、ジベレリンを投与しても花成の誘導ができ
ない事例、ジベレリン生合成阻害剤によって抽苔が抑制
されても花成が抑制されない事例もある（Zeevaart、
1983）。このように、ジベレリンの花成誘起への関与は、
植物種によって異なるものと推察される。
　ネギにおいては、分げつ発生にジベレリン投与が及ぼ
す影響を調査した事例（村井ら、1981；山崎ら、2006、
2007）があるものの、花成および抽苔についての報告は
ない。また、Allium属における内生ジベレリンは、タ
マネギ（Nojiriら、1993）、ワケギ（Yamazakiら、2002）
において報告されているが、ネギにおいては未調査であ
る。
　本章では、ネギの生育、花成におけるジベレリンの機
能解明の第一歩として、ネギの内生ジベレリンの同定お
よび定量、ジベレリン関連の候補遺伝子のクローニング
および発現解析を行った。

第１節　初夏どり栽培におけるジベレリンおよびジベレ
リン生合成阻害剤が抽苔に及ぼす影響

　ネギの生育、花成におけるジベレリンの役割を明らか
にするために、初夏どり栽培におけるジベレリンおよび
ジベレリン生合成阻害剤の処理が生育、抽苔率、抽苔発
生の時期に及ぼす影響について検討を行った。

材料および方法
　実験は鳥取県園芸試験場弓浜砂丘地分場（鳥取県境港
市中海干拓地）の砂畑圃場（砂丘未熟土）において行っ
た。2001年10月10日に‘長悦’を264穴チェーンポット
に１穴当たり２粒と３粒を交互に播種、11月28日に条間
１ｍで深さ15㎝の植え溝を切り、簡易移植機「ひっぱり
くん」（日本甜菜製糖）で移植した後、12月18日から翌
年３月28日まで有滴ポリエチレンフィルム（厚さ0.03㎜、
積水化学）でトンネル被覆（トンネル幅50㎝、地面から
25㎝の高さに２ｍ間隔で両サイドに直径８㎝の換気穴を
あけた）した。総施肥量はN：P２O５：K２O＝20.5：28.5：
20.3㎏・10a－ 1とした。処理は、ジベレリン（協和発酵、
商品名：ジベレリン液剤）５ppmおよび25ppm、ウニコナ
ゾールP（アグロス、商品名：スミセブンP）0.5ppmおよ
び１ppmを２月18日および27日の計２回、１㎡当たり1L
潅注処理した。無処理区は同量の水のみとした。実験規
模は各区４㎡、反復なしとした。３月28日に各区10株に
ついて、草丈、葉身長、葉鞘長、葉鞘径、葉数および地
上部の新鮮重を測定した。４月17日から６月６日まで１
週間おきに、各区３㎡について葉鞘から花茎が15㎝以上
伸長した個体を抽苔株として計数した。

結果および考察
　ジベレリン（GA区）およびウニコナゾールP（UZP区）
がネギの生育に及ぼす影響を表6-1-1に示した。草丈は、
無処理区に対してGA区およびUZP区で短かった。葉鞘
長は、無処理区の17.5㎝に対して、UZP区で約12㎝と短
く、GA区で約16㎝とやや短くなった。地上部の新鮮重は、
無処理区の41.3 ｇに対して、GA区およびUZP区ともに
約30ｇと生育が抑制された。処理が抽苔率に及ぼす影響
を表6-1-2に示した。抽苔率は、無処理区の５％に対して、
GA区で30％以上、UZP区で60％以上であった。抽苔発
生を1週間おきに調査した結果、抽苔発生はGA区で早く
なり、UZP区で遅くなる傾向が認められた（図6-1-1）。
　前述したように、花芽誘起、その後の花芽発達および
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花茎伸長（抽苔）におけるジベレリンの役割は、植物
の種類によって異なる（Evans、1971；Pharis・King、
1985）。本実験の抽苔率が無処理区に対して、GA区と
UZP区の両方で高まったことは、これまでの知見では説
明が難しい実験結果であるが、花芽誘起に対するジベレ
リンの関与の可能性を示唆する結果であると考えられ
る。一方、抽苔（花茎伸長）に関して、GA区で発生が
早まったのに対し、UZP区では発生が遅くなった。この
結果から、ネギにおける花茎伸長にはジベレリンが機能
していると推察される。
　本実験では、ジベレリンおよびジベレリン生合成阻害
剤の処理によってネギの形態への影響も認められた。一
般に、植物にジベレリンを処理すると、茎葉の伸長が認
められる（神谷、1994）が、本実験のGA区では草丈が
やや短くなる傾向が認められた。その様子は、葉身が細
くなり、全体的に生育が抑制された状態であり、UZP区
とは明らかに異なる形態であった（図6-5-3参照）。
　以上のように、ジベレリンおよびジベレリン生合成阻
害剤は、ネギの抽苔率、抽苔発生の時期、草姿に影響を
及ぼした。この結果、ネギの生育、花成にジベレリンが
何らかの重要な役割を果たしていると考えられることか
ら、以降の実験においてネギのジベレリンの同定、ジベ
レリン関連の候補遺伝子のクローニングを行った。

第２節　ネギの内生ジベレリン

　前節においてネギの花芽分化、花茎伸長（抽苔）にジ
ベレリンが何らかの関与をしている可能性が示唆され
た。また、村井ら（1981）、山崎ら（2006、2007）は、
ネギにおいて、外生ジベレリンによって分げつ数が増加
し、ジベレリン生合成阻害剤によって分げつ数が減少す
ることを報告している。これらのことから、ネギの花成、
分げつにはジベレリンが重要な役割を果たしていると考
えられるが、これまでにネギの内生ジベレリンについて
の報告はない。
　本節では、ネギの内生ジベレリンについて、第 1項で
内生ジベレリンの検索・同定、第 2項で内生ジベレリン
含量の品種間差、第３項で葉鞘・葉身の伸長を制御する
活性型ジベレリンについて検討を行った。

第１項　内生ジベレリンの検索・同定

　本項では、抽苔および分げつの特性が異なる‘長悦’
および‘晩中太’（‘坊主不知’）を供試し（表 6-2-1）、
両品種の地上部（葉鞘・葉身）における内生ジベレリン
の検索・同定を行った。

材料および方法
（1）植物材料
　‘長悦’および‘晩中太’（鳥取県園芸試験場弓浜砂丘
地分場維持系統）を供試し、鳥取県園芸試験場弓浜砂丘
地分場の砂畑圃場で栽培した。‘長悦’は2002年10月３
日に264 穴チェーンポットに１穴当たり２粒と３粒を交
互に播種、11月28日に条間１ｍで深さ15㎝の植え溝を切
り、簡易移植機「ひっぱりくん」（日本甜菜製糖）で移
植した後、12月18日から翌年３月28日までポリエチレン
フィルム（厚さ0.03㎜、積水化学）でトンネル被覆（ト
ンネル幅50㎝、地面から25㎝の高さに２ｍ間隔で両サイ
ドに直径８㎝の換気穴をあけた）した。‘晩中太’は、
2002年９月19日に移植した。肥培管理等は現地慣行とし
た。両品種とも2003 年３月 28 日にサンプリングし、
－20℃で凍結保存した。
（2）ジベレリンの抽出および精製
　地上部（凍結試料 200g）を約５倍量の80％メタノー
ルを加え破砕し、室温で30 分静置した後、減圧濾過し、
濾液を減圧濃縮した。濃縮液をヘキサンと分配し、水層
を回収した。溶媒分配による精製操作は繰り返し３回と
した。水層のpH 3 以下にした後、酢酸エチルと分配し、
酢酸エチル層を回収した。酢酸エチル層をリン酸緩衝液
（0.5M K2HPO4：0.25M KH2PO3＝100：3）と分配し、水
層を回収した。これにPVPP（Polyvinylpolypyrrolidone）
10 ｇを混和し、減圧濾過した。濾液をpH 3 以下に調整
した後、酢酸エチルと分配し、酢酸エチル層を回収した。
これに無水硫酸ナトリウムを加え脱水した後、減圧乾固
した。試料を80％メタノールで溶解してC18カラム
（VARIAN）に通し、80％メタノールでジベレリンを溶
出し減圧乾固した。試料をメタノールで溶解してDEA
カラム（VARIAN）で粗精製した。
（3）ODS-HPLC
　粗精製した試料をさらにHPLCによって精製した。カ
ラムはODS-4253-D（内径15㎜、長さ250㎜、センシュー
科学）、カラム温度は40℃とした。移動相は1％酢酸を含
む30％メタノール溶液、流速は２㎖・min－ 1とし、溶出
プログラムは、当初２分間を１％酢酸含有の30％メタ
ノール、その後28分を１％酢酸含有の30％メタノールか
ら100％メタノールとの直線勾配、その後、20分を100％
メタノールとした。注入の４分後から１分毎に32画分を
得た。
（4）イネ生物検定
　矮性イネ‘短銀坊主’を用いた改良点滴法（Nishijima・
Katsura、1989）による生物検定を行った。種籾を1％
次亜塩素酸ナトリウムで30℃、１時間殺菌後、ウニコナ
ゾールP（アグロス、商品名：スミセブンP液剤、）の
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20ppm水溶液に浸し、30℃・暗黒条件下に１日静置した。
ウニコナゾールP水溶液から取り出してよく洗浄した
後、蒸留水に浸漬し30℃・暗黒条件下に２日間置き催芽
させた。0.8％寒天を入れた管瓶（内径 28㎜×深さ58㎜）
に６個体を植え付けた後、30℃・連続照明下で２日間生
育させた。HPLCで得られた各画分を200μℓの50％アセ
トンに溶解し、1μℓずつ葉鞘と第 1葉の間に点滴した。
30℃・連続照明下で３日間生育させた後、第２葉鞘長を
測定した。
（5）試料の誘導体化
　ジベレリン様活性が認められた画分を少量のアセトン
で溶解し、ジアゾメタンエーテル溶液を加えメチルエス
テル誘導体に変換した。メチル化した試料を減圧乾固
し、MSTFA（N-Methyl-N-TMS-trifluoroacetamide）
を20μℓ加え、80℃で30分間トリメチルシリル化（TMS化）
を行った。

（6）ガスクロマトグラフィー／質量分析（GC/MS）
　誘導体化した試料をGC/MS（GC：6890N、Agilent 
Technology、MS：JMS-700、JEOL）にて分析した。
カラムはDB-1キャピラリーカラム（内径 0.25㎜、長さ
15 ｍ、膜厚 0.25㎛、Agilent Technology）、キャリアガ
スには高純度ヘリウムガスを流速１㎖・min－1で用いた。
カラムの温度制御は、以下の昇温プログラムとした。注
入後の２分間は130℃で保ち、その後、32℃・min－ 1で
220℃まで、続いて８℃・min－1で270℃まで昇温させた。
標品ジベレリンの保持時間およびマススペクトルとの比
較により内生ジベレリンを同定した（Gaskin and 
MacMillan、1991）。また、試料と同時に微量の直鎖炭
化水素を注入し、Kovatの保持時間指数（KRI）を求め
た（Kovat、1958）。
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結　　果
　矮性イネ‘短銀坊主’を用いた生物検定の結果（図
6-2-1）、ネギの地上部（葉鞘・葉身）にはジベレリン様
活性を示す複数の成分が含まれており、‘長悦’と‘晩
中太’では、第2葉鞘の伸長に若干の差は認められたが、
ジベレリン様活性の認められる画分はよく一致してい
た。標品ジベレリンのマススペクトルおよびKRIとの比
較によって、‘長悦’および‘晩中太’ともに6種類のジ
ベレリン、GA1、GA3、GA4、GA9、GA20、GA34が同定
された（表6-2-2）。一方、28および29画分にもジベレリ
ン様活性が認められたが、この画分からジベレリンを同
定することはできなかった。
　以上の結果、ネギの地上部では、活性型ジベレリンと
して13位が水酸化されたGA1およびGA3、13位が水酸化
されていないGA4が同定された。

第２項　抽苔および分げつ特性の異なる品種における内
生ジベレリン含量

　抽苔および分げつ特性の異なる３品種を用い（表
6-2-1）、前項において同定されたジベレリン含量を調査
した。

材料および方法
（1）植物材料
　‘長悦’、‘晩中太’および‘吉晴’（晩ネギ、武蔵野種

苗）を供試した。材料は、何れもプランター（10L）に‘長
悦’は2003 年４月３日（24 株 /プランター）、‘晩中太’
は８月11日（４株/プランター）、‘吉晴’は９月11日（５
株 /プランター）に移植し、10 月上旬まで雨よけハウス
内で栽培した（鳥取県園芸試験場弓浜砂丘地分場）。施
肥は、それぞれの移植時期にあわせ行い、共通として９
月15日および10月３日に各プランターに化成肥料20ｇ
（12-12-12）を施用した。その後、10 月１日に野菜・茶
業研究所（三重県津市）のガラス室に移動し、10月15日
に人工気象室に搬入した。人工気象室の設定は12時間日
長（PPFD＝158.0±13.4μmol・m－2・s－1）、昼25℃/夜
15℃条件とし、30日後に地上部を葉鞘と葉身に分けサン
プリングし、－ 20℃で凍結保存した。なお、‘晩中太’
および‘吉晴’は、10月３日時点で１株当たり３本から
５本に分げつしていた。
（2）ジベレリンの抽出、精製および定量
　ジベレリンの抽出は第１項に示した方法に従い行っ
た。約 100gの凍結試料からメタノール抽出後、内部標
準として、各50ngの［17、17－2H2］GA1、［17、17－2H2］
GA3、［17、17 － 2H2］GA4、［17、17 － 2H2］GA9、［17、
17－ 2H2］GA20を添加し、ODS-HPLC 画分、試料のメチ
ル化、TMS化を行った後、GC/MSでマススペクトルの
確認を行った。その後、ガスクロマトグラフィー／選択
的イオンモニタリング（Selected Ion Monitoring） （GC/
SIM）分析を行った。目的のフラグメントイオン（m/
z）として、GA1/［17、17－ 2H2］GA1はm/z506と508、
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GA3/［17、17－ 2H2］GA3はm/z504と506、GA4/［17、
17－ 2H2］GA4はm/z418と420、386と388、GA9/［17、
17－ 2H2］GA9はm/z298と300、270と272、GA20/［17、
17－ 2H2］GA20は418と420を モ ニターし、GA1、GA3、
GA4、GA9、GA20それぞれ506/508、504/506、418/420、
298/300、418/420のクロマトグラムの面積比で検量線を
作成してジベレリン含量を算出した。

結　　果
　供試した品種の葉鞘と葉身におけるジベレリン含量を
図 6-2-2に示した。葉鞘におけるジベレリン含量につい
てみると、各品種とも前駆体ジベレリンではGA20に比
べGA9の含量が高く、活性型ジベレリンではGA1 ＋ GA3
に比べGA4が高含量であった。GA4は、各品種とも葉身
に比べて葉鞘において高含量であった。GA9濃度につい
てみると、‘長悦’は葉鞘と葉身で同等であったが、‘晩
中太’および‘吉晴’では葉身に比べて葉鞘で高かった。
葉鞘におけるジベレリン含量には品種間差が認められ、
前駆体GA9、活性型 GA4ともに‘長悦’に比べて、‘晩
中太’および‘吉晴’で高い傾向であった。

第３項　葉鞘・葉身の伸長を制御する活性型ジベレリン

　ネギ地上部（葉鞘・葉身）では、活性型ジベレリンと
して13位が水酸化されたGA1およびGA3、13位が水酸化
されていないGA4が同定された。この結果からネギにお
いては、ジベレリン生合成系として、早期13位水酸化経
路と早期非水酸化経路の両方が存在すると考えられる。
本項では、種子繁殖の‘長悦’および‘吉晴’の芽生え
を用いて、GA3とGA4 処理が草丈の伸長に及ぼす影響に
ついて調査した。

材料および方法
　‘長悦’および‘吉晴’を供試した。市販の培養土（ナ
プラ養土タイプS、ヤンマー）を用い、288 穴セルトレ
イに１穴当たり３粒播種した。播種後は、人工気象室内
で12時間日長（PPFD＝158.0±13.4μmol・m－2・s－1）、
昼20℃／夜15℃で生育させた。播種10日後に、GA3およ
びGA4を１ポット当たり５㎍（0.5％メタノール溶液）注
入処理した。対照区は0.5％メタノール溶液のみとした。
各実験区とも12ポットとした。処理14日後に草丈を調査
した。

結　　果
　‘長悦’および‘吉晴’の芽生えにおけるGA3とGA4
を処理した結果を図6-2-3に示した。‘長悦’では、GA3

に比べGA4において高い伸長反応がみられた。一方、‘吉
晴’ではGA3およびGA4ともに伸長反応が認められな
かった。

考　　察
　ネギにおいて13 位が水酸化されたジベレリンとして
GA1、GA3、GA20が、13 位が水酸化されていないジベレ
リンとしてGA4、GA9、GA34が同定された。同定された
６種類のジベレリンの存在により、他のネギ属植物であ
るタマネギ（Nojiriら、1993）、ワケギ（Yamazakiら、
2002）と同様に、ネギの地上部では、ジベレリン生合成
経路のうち、早期13位水酸化経路と早期非水酸化経路の
２つ（神谷、1994；豊増、2004）が機能していることが
推定された。また、同じユリ科のスカシユリ（Takayama
ら、1994）、チューリップ（Rebersら、1994b、1995）
においても早期13位水酸化経路および早期非水酸化経路
の存在が報告されており、ユリ科では両経路が機能して
いることが推察される。
　高等植物においてGA3の検出例は少ないが、本実験に
おいてはGA3が同定され、GA3の生合成経路が存在する
可能性が考えられた。GA3の生合成について、トウモロ
コシ（Fujiokaら、1990）ではGA20からGA5を経て生合
成されることが、酸果オウトウ（Nakayamaら、1996）
ではGA95を経て合成されることが報告されている。本
実験においてもGA3の前駆体として報告されているGA5
およびGA95を検索したが、見いだせなかった。
　一方、ワケギにおいてもGA3が同定されている
（Yamazakiら、2002）が、タマネギではGA3が同定され
ていない。田代ら（田代、1984；Tashiroら、1995）に
より、ワケギはネギを母親にシャロット（  
L.Aggregatum group）を花粉親に持つ１代雑種である
ことが明らかにされている。これらのことから、ワケギ
におけるGA3の生合成経路はネギの遺伝子に由来してい
る可能性が示唆される。
　ジベレリンの茎伸長活性は、イネ（Crozierら、1970）、
エンドウ （Pooleら、1995）において、13 位水酸化ジベ
レリンが高いことが報告されている。一方、アブラナ科
植物のシロイヌナズナ（Zeevaart・Talon、1992）、キャ
ベ ツ（Hamanoら、2002）、 ス ト ッ ク（Hisamatsuら、
1998）、ウリ科植物のキュウリ（Crozierら、1970）では、
13位非水酸化ジベレリンの茎伸長活性が高いことが報告
されている。ユリ科植物において、カノコユリ（Ohkawa、
1979）、スカシユリ（Takayamaら、1994）、チューリッ
プ（Rebersら、1994a）では、13 位非水酸化ジベレリン
の茎伸長活性が高いことが報告されている。ネギの葉鞘
部において、前駆体ジベレリンはGA20に比べGA9の含量
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が高く、活性型ジベレリンではGA1およびGA3に比べて
GA4の含量が高かった（図 6-2-2）。さらに、‘長悦’の
芽生えを用いた実験において、GA3に比べGA4は高い伸
長反応が認められた（図6-2-3）。これらの結果から、ネ
ギ地上部の伸長には、主に早期非水酸化経路のGA4が機
能している可能性が示唆される。また、タマネギ（Nojiri
ら、1993）、ワケギ（Yamazakiら、2002）、スカシユリ
（Takayamaら、1994）においても同様に地上部の活性
型ジベレリンはGA4 含量が高いことが報告されており、
これらはユリ科に共通であることが推察される。

第3節　ネギのジベレリン関連の候補遺伝子のクローニ
ング

　植物におけるジベレリン反応を考える場合、ジベレリ

ンの含量とジベレリンに対する反応性が重要であり、そ
の研究は「ジベレリン生合成」と「ジベレリンシグナル
伝達」の２つに大別できる（芦苅・松岡、2004；
Olszewskiら、2002；豊増、2004）。
　ジベレリンの生合成経路は、それぞれ触媒する酵素の
諸性質により大きく以下の３段階に分けられる（豊増、
2004）。① geranylgeranyl diphosphate （GGDP）から
 - kaureneまでの段階（色素体内、環化酵素）、② 
 - kaureneからGA12までの段階（小胞体、シトクロム

P450系1原子酸素添加酵素）、③ GA12以降の段階（細胞
質、2-オキソグルタル酸依存性2原子酸素添加酵素）。高
等植物においてGA12 以降のジベレリン生合成は、早期
13位水酸化経路と早期非水酸化経路の２つが存在し、そ
れぞれの経路における活性型ジベレリンはGA1とGA4で
ある。どちらの経路が主要であるかは、植物種によって
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異なり、また同じ植物種においても時期や器官の違いに
よって主要経路が異なることもある（豊増、2004）。第
６章の第 2節において、ネギでは両経路が存在すること
を明らかにした。GA12 以降のジベレリン生合成には、
３つの重要な酵素が関与し、それぞれの酵素によって植
物体における活性型ジベレリンの含量が調節されてい
る。それぞれの酵素は、GA12 / GA53からGA9 / GA20ま
での３段階を触媒するGA20 位酸化酵素、GA9 / GA20か
らGA4 /GA1を触媒するGA3 酸化酵素、GA4 / GA1から
GA34 / GA8を触媒するGA2 酸化酵素である（Olszewski
ら、2002；豊増、2004）。これらの酵素をコードする遺
伝子は、モデル植物のシロイヌナズナおよびイネを中心
にクローニングされ、現在では多くの植物種においてク
ローニングが行われている（豊増、2004）。
　一方、ジベレリンのシグナル伝達については、
Ueguchi - Tanakaら（2005）によりジベレリン受容体
（GID1）がイネからクローニングされたことにより、シ
グナル伝達機構の全体像が明らかとなった。イネにおけ
るジベレリンのシグナル伝達機構は以下のように考えら
れている（松岡、2005）。細胞外から輸送された、または、
細胞内で合成されたジベレリンは、核においてGID1と
結合する。ジベレリンを結合したGID1は、それまで核
内でジベレリンシグナルを抑制していたDELLAタンパ
ク質（Hussain・Peng、2003；Ikedaら、2001）である
SLR1（Itohら、2002）と相互作用が可能となる。さらに、
GID１と相互作用したSLR1は、F-boxタンパク質である
GID2（Sasakiら、2003）に認識されることとなり、結
果としてSCF複合体にリクルートされユビキチン化、分
解に導かれ（Moonら、2004）、ジベレリンのスイッチが
入ると考えられている。
　本節では、ネギにおけるジベレリン生合成としてGA20
位酸化酵素、GA3酸化酵素およびGA2酸化酵素をコード

する候補遺伝子、ジベレリンシグナル伝達の抑制因子と
して働くDELLAタンパク質をコードする候補遺伝子の
クローニングを行った。

材料および方法
　鳥取大学農学部内のガラス室で栽培した‘長悦’の地
上部をサンプリングし、－80℃で凍結保存した。
（1）全RNAの抽出
　全RNA抽出は、Wan・Wilkins （1994）の方法を改変
して行った。試料１ｇを液体窒素中で粉砕し、RNA抽
出溶液２㎖（100mM LiCl、1％SDS、100mM Tris-NaOH、
10mM EDTAとphenol（0.1％ hydroxyl-quinoline含有と
１：１の割合で混合）を加え、室温で５分間振とうした
後、クロロホルム１㎖を加え、室温で30分間振とうした。
25℃、20000 ｇ、30 分間遠心し上澄みを捨てた。クロロ
ホルム１㎖を加え室温で15 分間振とうした後、25℃、
12000ｇ、15分間遠心、上澄みを回収した後、10M LiCl
を1.6㎖加え、４℃で16時間以上静置した。４℃、12000 g、
30分間遠心し上澄みを捨て、2 M LiClを1 ml加え沈殿を
溶解しマイクロチューブに回収した。4℃、15000 rpm、
10分間遠心し上澄みを捨て、80％エタノールで沈殿を洗
浄した。全RNAはDEPC処理水に溶解し－20℃で保存し
た。
（2）ｃDNAのPCRクローニング
　First Strand cDNA Synthesis Kit （TOYOBO）を用
い、全RNA２㎍から１本鎖ｃDNAを合成した。これを
鋳型として既報のジベレリン関連遺伝子の保存領域から
構築したプライマーを用いてRT-PCRを行った（表
6-3-1）。PCR反応は常法とした。得られたPCR産物は、
アガロースゲル（SEAKEM GTG、FMO）電気泳動を
した後、SephaglasTM BandPrep Kit（Pharmacia）を
用いて精製した。
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　精製したDNA断片は、pGEM-T Easy Vector Systems
（Promega）を用いTAクローニングした。プラスミド
の抽出および精製は、FlexiPrep Kit （Pharmacia）を用
いて行った。DNAの塩基配列は、Big Dye terminator 
cycle sequencing kit （Applied Biosystems）、ABI 
PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer （Applied 
Biosystems） に よ り 決 定 し、DNASIS pro software 
（Hitachi Software Engineering）およびBLASTにより
解 析 し た。 全 鎖 長 ｃDNAの ク ロ ー ニ ン グ は、
GeneRaccer kit （Invitrogen）によるRLM－RACE法に
より行った。

結果および考察
　保存領域を基に構築したプライマーを用いたPCRによ
り得られた部分断片の塩基配列を決定し、BLAST検索
を行った。このうち、既報のジベレリン関連遺伝子と相
同性が認められたものについて、RACE法により全鎖長
cDNAのクローニングを行い、以下に示すネギにおける
ジベレリン関連の候補遺伝子が得られた（表 6-3-2、図
6-3-1から図6-3-4）。

（1）ジベレリン生合成遺伝子
GA20酸化酵素
　クローニングしたcDNAは、他植物種のGA20 酸化酵
素遺伝子と高い相同性が認められたことから

と命名した（図6-3-1）。 は、全
長 1405bp、359aaをコードすると推定された。他植物種
とのアミノ酸の相同性は、シロイヌナズナのAt20ox1 
（Phillipsら、1995） と55 ％、 エンドウのPsGA20ox1 
（Martinら、1996）と52％、イネのOsGA20ox1 （Toyomasu
ら、1997）と50％、オオムギのHv20ox1 （Spielmeyerら、
2004）と55％であった。
GA3酸化酵素
　クローニングしたcDNAは、他植物種のGA3酸化酵素
遺伝子と高い相同性が認められたことから と
命名した（図6-3-2）。 は、全長1214bp、365aa

をコードすると推定された。他植物種とのアミノ酸の相
同性は、シロイヌナズナのGA4（Chiangら、1995、1997）
と52％、エンドウのLE（Lesterら、1997；Martinら、
1997）と45％、イネのOsGA3ox1（Itohら、2001）と
43％、オオムギのHv3ox1（Spielmeyerら、2004）と
43％であった。
GA2酸化酵素
　クローニングしたcDNAは、他植物種のGA2酸化酵素
遺伝子と高い相同性が認められたことから と
命 名 し た（ 図 6-3-3）。 は、 全 長 1163bp、
381aaをコードすると推定された。他植物種とのアミノ
酸の相同性は、シロイヌナズナのAtGA2ox1 （Thomas
ら、1999）と49％、エンドウのPsGA2ox1 （Lesterら、
1999）と52％、イネのOsGA2ox3 （Sakamotoら、未発表）
と52％、オオムギのHv2ox4 （Spielmeyerら、2004）と
52％であった。

　以上の結果、GA12以降のジベレリン生合成に関わり、
活性型ジベレリン含量に影響を及ぼす酵素の候補遺伝子

、 、 のクローニング
に成功した。一方、多くの植物種において、GA20 酸化
酵素（Kanekoら、2003；Spielmeyerら、2004）、GA3酸
化酵素（Itoh ら、2001；Sp ie lmeyer ら、2004；
Yamaguchiら、1998）、GA2 酸化酵素（Lesterら、
1999；Spielmeyerら、2004；Thomasら、1999）は多重
遺伝子族であることが知られている。本実験においては
各酵素の候補遺伝子とも１タイプずつのクローニングで
あり、別のタイプも存在する可能性も考えられ、今後、
組織や時期別のサンプルにおいてクローニングを検討す
る必要がある。

（2）ジベレリンのシグナル伝達に関与するGAIホモログ
遺伝子（DELLAタンパク質）
　縮重プライマーを用いたPCRの結果、DELLAタンパ
ク質遺伝子と高い相同性を示す２つのクローンが得られ
た。さらに、RACE法による全鎖長ｃDNAのクローニ
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ングを行い、 およびAFGAI2と命名した（図
6-3-4）。 は、全長 1899bp、568aaをコードする
と推定され、シロイヌナズナのGAI（Pengら、1997）
と56％、RGA（Silverstoneら、1998）と55％、イネの
OsGAI（SLR1）（Ogawaら、2000；Ikedaら、2001） と
61％、オオムギのSLN1（Chandlerら、2002）と61％の
相同性がアミノ酸レベルで認められた。AFGAI2は、全
長 1953bp、579aaをコードすると推定され、シロイヌナ
ズナのGAIと56％、RGAと56％、イネのOsGAIと62％、
オオムギのSLN1と61％の相同性がアミノ酸レベルで認
められた。AFGAI1とAFGAI2とは、お互いに72％の相
同性が認められた。
　DELLAタンパク質は、GRASファミリーと呼ばれる
植物特有の転写因子群（Bolle、2004；Pyshら、1999）
に属し、N末端領域にDELLAドメインとTVHYNPドメ
インを有し、この領域が欠失などの変異を起こすと、ジ
ベレリンに対する応答が喪失し植物体が矮化すること
が明らかとなっている（Boss・Thomas、2002；Ikedaら、
2001；Pengら、1999）。AFGAI1およびAFGAI2は、DELLA
ドメインおよびTVHYNPドメインが高く保存されてい
た（図6-3-4）。
　以上の結果、ネギにおいてジベレリンのシグナル伝達
の抑制因子として働くDELLAタンパク質をコードする
候補遺伝子、 およびAFGAI2のクローニングに
成功した。

第4節　ネギ単一異種染色体添加系統を用いたシャロッ
トにおけるジベレリン関連の候補遺伝子の座乗染色体の
決定

　Spielmeyerら（2004）は、コムギの単一異種染色体添
加系統を用い、オオムギにおけるジベレリン生合成関連
遺伝子の座乗染色体の決定を行っている。Shigyoら
（1996）は、ネギゲノムを2つとシャロットゲノムを１つ
持つ異質三倍体にネギを戻し交雑して、ネギ単一異種染
色体添加系統を作出している。現在、本系統を用いて遺
伝子分析が行われており（執行、2002）、タマネギでは
連鎖地図と染色体の対応関係の解明などが行われている
（Martinら、2005；Van Heusden、2000）。 本 節 で は、
前節でクローニングしたネギのジベレリン関連の候補遺
伝子について、分球タマネギであるシャロットにおける
座乗染色体の決定を行った。

材料および方法
　Shigyoら（1996）が作出したシャロットの染色体を一
本ずつ持つネギ単一異種染色体添加系統（２n＝17、FF

＋１AからFF＋ 8A）を供試した。ネギ、シャロット、
添加系統のゲノムDNAを鋳型としてPCRを行い、得ら
れた増幅断片を制限酵素で消化した後、２％アガロース
ゲル電気泳動を行った。ネギのジベレリン関連の候補遺
伝子としてクローニングした 、 、

、 、AFGAI2遺伝子のシャロットに
おける座乗染色体を決定した。各遺伝子におけるプライ
マー塩基配列および制限酵素は表 6-4-1に示したとおり
である。なお、実験に用いたゲノムDNAは山口大学農
学部の執行正義博士より譲渡を受けた。

結果および考察
　前節においてクローニングしたジベレリン関連の候補
遺伝子について、シャロットの染色体を一本ずつ持つネ
ギ単一異種染色体添加系統を用い、シャロットの座乗染
色体の決定を行った。いずれの遺伝子においてもネギと
シャロットのPCR産物の断片長に違いは認められなかっ
たことから、PCR－RFLP法によりシャロットの座乗染
色体の決定を行った（表 6-4-2、図 6-4-1）。その結果、
ジベレリン生合成の候補遺伝子として、 は
4A、 は7A、 は4Aに、ジベレリン
シグナル伝達関連の候補遺伝子として、 は3A、
AFGAI2は4Aに座乗していた。本実験はシャロットに
おける座乗染色体の決定であり、ネギの座乗染色体の決
定には、松原ら（2005）が作出したような単一染色体欠
失系統を用いる必要がある。塚崎ら（2005、2006）は、
タマネギDNAマーカーのネギでの利用を試み、それぞ
れの連鎖群上のマーカーの配列と、既報のネギおよびタ
マネギの染色体番号との間に矛盾がないこと、ネギとタ
マネギのゲノム構造は高く保存されていることを報告し
ている。このことから、本研究でクローニングしたジベ
レリン関連の候補遺伝子について、ネギにおいてもシャ
ロットと同じ染色体番号に座乗している可能性が高いと
考えられる。タマネギでは連鎖地図および染色体地図の
作成が精力的に行われてきており（Martinら、2005；
Van Heusden、2000）、今後、ジベレリン関連の候補遺
伝子の地図への位置対応も重要な仕事となるであろう。
　ジベレリン関連の候補遺伝子が座乗した染色体の添加
によって、形態への影響がどのように現れるのか興味が
もたれる。ジベレリンの機能として、植物の茎部の伸長
制御がある（神谷、1994）。イネおよびコムギにおける「緑
の革命」に関与した遺伝子は、イネではGA20 位酸化酵
素遺伝子の変異による機能喪失（Ashikariら、2002；
Sasakiら、2002）であり、コムギではDELLAタンパク
質遺伝子の変異による機能喪失（Pengら、1999）であ
ることが明らかにされている。Shigyoら（1997）は、ネ
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ギ単一染色体添加系統の形態的な特徴を報告しており、
GA2酸化酵素およびDELLAタンパク質が座乗した3A添
加個体では「草丈が短い」、「花茎が短い」「葉の展開が
遅い」、GA20 酸化酵素およびDELLAタンパク質が座乗
した4A添加個体では「草丈が長い」、「花茎が長い」、
GA3 酸化酵素が座乗した7A添加個体では「葉の展開が
早い」、以上のような形態的な特徴が見られる（表
6-4-2）。他の遺伝子の影響があるなかで、このようにジ
ベレリン関連の候補遺伝子の座乗した染色体の添加され
た系統において、草丈などジベレリン関連形質に差が見
られることは興味深い。

第５節　ジベレリン関連の候補遺伝子の発現解析

　本節では、第 3節でクローニングしたジベレリン関連
の候補遺伝子の発現解析を行った。

第1項　抽苔および分げつ特性の異なる品種における発
現解析

　第２節において実験に用いた３品種（表 6-2-1）を供
試し、花芽分化の非誘導条件下で生育させた後、ジベレ
リン関連の候補遺伝子の発現解析を行った。

材料および方法
（1）植物材料
　‘長悦’、‘晩中太’および‘吉晴’を供試し、材料は
いずれもプランター（10L）で栽培した。‘長悦’およ
び‘吉晴’は、2005年５月15日に200穴セルトレイに播
種し、７月10日に‘長悦’は15株/プランター、‘吉晴’
は５株/プランター、‘晩中太’は９月15日５株/プラン
ターで植え付けをした。これらは10月20日まで鳥取県園
芸試験場弓浜砂丘地分場の雨よけハウス内で栽培し、そ
の後、鳥取大学農学部のガラス温室（20℃）において栽
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培した。サンプリングは、各品種とも葉鞘、葉身および
根の３つに分け、液体窒素で凍結した後、－80℃で保存
した。
（2）ノーザン解析およびRT-PCR解析
　全 RNAの抽出は第３節に示した方法に従い行った。
各サンプルの全RNA10㎍を1.2％アガロース（ホルムア
ミド含有）電気泳動を行った後、ナイロンメンブレン
（Amersham）に吸引ブロッティング装置（Amersham）
を用いて転写した後、UV照射してRNAをナイロンメン
ブレンに固定した。
　ネギのジベレリン関連の候補遺伝子としてクロー
ニ ン グ し た 、 、 、

、AFGAI2を そ れ ぞ れ プ ロ ー ブ と し た。
およびAFGAI2は、両者の３’末端領域の約

300bpをPCR（ プライマーは、sense：5’-GCGTTC/
TAAGCAGGCGAGTATG-3’、antisense：ベクターの
配列（Reversal primer）で増幅した断片を用いた。プロー
ブは、Megaprime Prime labeling System （Amersham）

を用いてランダムプライマー法により32Pラベルした。
65℃で４時間のプレハイブリダイゼーションを行った
後、標識したプローブを添加し、65℃で一晩ハイブリダ
イゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、ナ
イロンメンブレンを65℃、２× SSC（0.1％ SDS）で15
分間の洗浄を２回繰り返した. 次いで65℃、0.2 × SSC
（0.1％ SDS）で15分間の洗浄を２回繰り返した。発現解
析 は イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー（FLA-5000、
FUJIFILM）によって行った。
　 、 は発現量が低く、ノーザン
解析では検出できなかったことから、RT-PCRに
よる解析を行った。First Strand cDNA Synthesis Kit 
（TOYOBO）を用い、各サンプルの全RNA１㎍から１
本鎖cDNAを合成した。これを鋳型としてPCRを行った。
反応は、94℃、５分間の熱変性、続いて熱変性94℃、１
分間、アニーリング１分間、伸長72℃、２分間を30サイ
クル、あるいは40サイクル行い、最後に72℃、10分間の
伸長反応を行った。プライマーは表6-5-1に示した。
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結果および考察
　ノーザン解析およびRT-PCRによる発現解析の結果を
図6-5-1に示した。 、 およびAFGAI2
はノーザン解析で検出できたが、 および

は発現量が低く、RT-PCRによる発現解析を
行った。
　 は、いずれの品種も葉身に比べ葉鞘で高い
発現が見られた。また。根において‘晩中太’および‘吉
晴’は高い発現が見られたが、‘長悦’では低かった。

も葉身に比べ葉鞘で高い発現が見られ、根
においても と同様に‘長悦’に比べ‘晩中太’
および‘吉晴’でやや高い発現であった。
　 およびAFGAI2は、いずれの品種の根、葉鞘、
葉身においても恒常的に発現しており、いずれの組織に
おいてもAFGAI2に比べ の発現が高かった。

の発現は葉鞘でやや高い傾向であった。これら
のことから、ネギの栄養成長期におけるジベレリンシグ
ナル伝達には、 が強く影響している可能性が考
えられる。

第2項　栄養成長期におけるジベレリンおよびジベレリ
ン生合成阻害剤処理の影響

　ジベレリン生合成遺伝子の発現は、活性型ジベレリン
によりフィードバック制御されることが数多く報告
されている（Itohら、2001；Lesterら、1999；Phillipsら、
1995；Rossら、1999；Thomasら、1999；Yamaguchiら、
1998）。本項では、栄養成長期における‘長悦’において、
ジベレリンおよびジベレリン生合成阻害剤の処理を行
い、 生 育 へ の 影 響、 並 び に 、 、
AFGAI2遺伝子の発現解析を行った。

材料および方法
　2005年６月22日に‘長悦’を200穴セルトレイに１穴
当たり３粒播種し、８月20日にプランター（10L）に15

株ずつ植え付け、鳥取大学農学部のガラス室内で生育さ
せた。施肥は緩効性肥料（12-12-12）を、植え付け時に
プランター当たり５ｇ、10月１日に10ｇ施用した。処理
は、GA3（協和発酵、ジベレリン液剤）を20ppm、ウニ
コナゾールP（アグロス、スミセブンP）を１ppmそれぞ
れ500㎖/プランター、10月１日、８日および15日の計３
回行った。生育調査は、１週間おきに草丈、葉身長、葉
鞘長および葉数を測定した。実験は各区とも３反復（プ
ランター）とした。処理開始後、０週、１週、２週およ
び4週に葉鞘部をサンプリングし、第１項に示した方法
によって、 、 、AFGAI2遺伝子のノー
ザン解析を行った。

結果および考察
　GA3（GA区）およびウニコナゾールP（UZP区）処理
後のネギの生育推移を図 6-5-2に、処理９週後の様子を
図 6-5-3に示した。UZP区では、処理直後から著しい草
丈の抑制が認められ、葉鞘および葉身ともに伸長が抑え
られた。一方、GA区は葉身長がやや抑制され、対照区
に比べ草丈がやや短くなった。また、GA区およびUZP
区ともに花芽分化の誘起は認められなかった（データ省
略）。
　ノーザン解析の結果を図 6-5-4に示した。UZP区にお
ける の発現は、対照区に比べて１週後に発現
が増加し、２週および４週後でも高い発現が認められた。
GA区では１週後に発現量が低下したが、その後、２週
後および４週後には対照区に比べて発現量が増加した。

、AFGAI2の発現は、GA区およびUZP区とも
に明確な傾向は認められなかった。
　GA3 酸化酵素遺伝子は、活性型ジベレリンの投与に
よってフィードバック制御を受けることがイネ（Itohら、
2001）、シロイヌナズナ（Yamaguchiら、1998）、エンド
ウ（Rossら、1999）において知られている。本実験で
も対照区に対して、処理１週後ではGA区で発現量が低
下し、UZP区では発現量が増加した.このことから、ネ
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ギにおいてもジベレリン投与に対して は
フィードバック制御を受けることが明らかとなった。し
かし、GA区では１週後および２週後にもGA3を処理し
ているにも関わらず、発現量が増加したことは興味深い。
これまでに、ジベレリン処理後にGA3酸化酵素遺伝子の
発現量が増加する報告はなく、本実験の結果を説明
するのは難しいが、２週後および４週後でGA区の

の発現が高まったことと草丈がやや短くなる
ことの関連がある可能性も考えられる。
　以上、本実験によりのジベレリン投与時に
の発現量が変化することが明らかになったが、不明な点
が多く残され、GA4処理での発現解析も含め再度検討す
る必要がある。

第3項　花芽の発達と花茎伸長との関係、並びにジベレ
リン関連遺伝子の発現

　これまでに花芽分化後の花茎伸長には、ジベレリンが
関係しているという報告は、ホウレンソウ（Dong・
Zeevaart、2002；Zeevaartら、1993）、ダイコン（Nishijima
ら、1998a）、キャベツ（Hamanoら、2002）、シロイヌ
ナズナ（Xuら、1997）など幾つかの植物において報告
されている。ネギにおいも第 1節において、花茎伸長は
GA3 処理が早まり、ウニコナゾールP処理で遅くなる結
果が得られている。
　本項では、‘長悦’を用い、花芽の発達と花茎伸長と
の関係を明らかにし、花茎を経時的にサンプリングし花
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球と茎部におけるジベレリン関連の候補遺伝子の発現解
析を行った。

材料および方法
　実験材料は、鳥取県園芸試験場弓浜砂丘地分場の砂畑
（砂丘未熟土）において栽培した。2004年６月20日に‘長
悦’を200 穴セルトレイに１穴当たり３粒播種し、８月
27日に条間１ｍで深さ15㎝の植え溝を切り、ポット間隔
15㎝で移植し、翌年の５月まで栽培した。総施肥量はN：
P２O５：K２O＝ 18.0：18.0：18.0㎏・10a－ 1とした。実験
規模は30㎡、反復なしとした。12月15日から約１か月ご
とに、花芽の発達ステージ（表 6-5-2）および花茎長の
調査を行った。
　また、３月から５月にかけて花茎長別に１：0㎝から3
㎝、２：3㎝から5㎝、３：5㎝から15㎝、４：15㎝から
40㎝、５：50㎝以上の５段階に分けて、花球と茎部に分
けてサンプリングし、第１項に示した方法によって、

、 、AFGAI2遺伝子のノーザン解析
を行った。

結果および考察
　ネギの花芽発達のステージを未分化から開花までを８
段階に分類して（表 6-5-2）、‘長悦’の花茎伸長の時期
に経時的にサンプリングし、花茎長と花芽発達ステージ
との関係を調査した（図 6-5-5A）。その結果、ネギでは
小花形成期から開花に至るまで花茎伸長が続き、花茎伸
長に伴い花芽も発達する関係が認められた。また、花被、
雄ずい形成期以降に急激な花茎伸長が開始することが明
らかとなった。
　花茎を長さ別に５段階に分けてサンプリングし（図
6-5-5B）、花球と茎部のノーザン解析を行った（図
6-5-5C）。その結果、茎部における の発現は、

２の段階（３－５cm）で高まり、その後、茎部伸長に
伴い減少した。一方、花球における の発現は、
４の段階（15 － 40cm）で高まった。また、 お
よびAFGAI2は、 と同様な発現パターンが認
められ、花球および茎部ともにAFGAI2に比べ
の 発 現 が 高 か っ た。 な お、 お よ び

は発現量が低く、ノーザン解析では検出でき
なかった（データ省略）。
　ホウレンソウでは、花茎伸長時に内生の活性型ジベレ
リンが高まり（Zeevaartら、1993）、この増加には、
GA20 酸化酵素遺伝子の発現が関わっていることが明ら
かにされている（Dong・Zeevaart、2002）。本実験では、

の発現はノーザン解析で検出できなかった
が、 の発現は、茎伸長が急激に高まる花被、
雄ずい形成期に高まったことから、花茎伸長にはジベレ
リンが密接に関わっていると推察される。また、

と およびAFGAI2との発現パターン
が類似していたことは興味深い。ダイコン（Nakayama
ら、1995）、グンバイナズナ（Hazebroekら、1993；
Metzgerら、1990）においては、低温遭遇中あるいは遭
遇後に劇的にジベレリンの代謝が変化することが報告さ
れている。さらに、Okaら（2001）は、トルコギキョウ
およびシロイヌナズナにおいて春化後にジベレリン感受
性が高まることを報告している。本実験における茎部に
おける と およびAFGAI2の発現が高
まった結果は、花芽分化後のジベレリンの代謝と感受性
の変化により急激な茎伸長が起こることを示唆してい
る。
　花球において 、 およびAFGAI2の
発現の高まった４の段階（15－40㎝）は、小花の発達に
おける花粉、胚珠形成期（スコア：Ⅴ）にあると推定さ
れる。Kobayashiら（1990）はイネの未熟な葯において
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ジベレリンが蓄積していること報告しており、花粉形成
においてGA3酸化酵素遺伝子が発現していることがItoh
ら（2001）により明らかにされている。これらのことか
らネギにおいても葯の発達、花粉形成にジベレリンが関
与している可能性が示唆される。

第６節　総合考察

（1）ネギの内生ジベレリンについて
　本実験では、13位水酸化ジベレリンとしてGA1、GA3、
GA20が、13 位非水酸化ジベレリンとしてGA4、GA9、
GA34が同定され、ネギにおいては早期 13 位水酸化経路
と早期非水酸化経路の２つが機能していることが明らか
となった（図 6-6-1）。また、GA12 以降のジベレリンの
生合成に関わる候補遺伝子として、GA20 酸化酵素
（ ）、GA3酸化酵素（ ）、GA2酸化
酵素（ ）をそれぞれクローニングした（図
6-6-1）。ネギの葉鞘部において、前駆体ジベレリンでは
GA20に比べてGA9の含量が高く、活性型ジベレリンでは
GA1 ＋ GA3に比べGA4の含量が高かったことから、地上
部の伸長には早期非水酸化経路のGA4が主に機能してい
ると推察される。
　ネギの地上部におけるGA4含量は、葉身に比べて葉鞘
で高く、 の発現も同様に葉身に比べて葉鞘で
高かった。一方、葉鞘のGA4含量は品種間差が認められ、
‘長悦’に比べ‘晩中太’および‘吉晴’で高かった。

の発現は、葉鞘において品種間で差は見られ
なかったものの、根において違いが認められ、‘長悦’
に比べ‘晩中太’および‘吉晴’では高い発現が認めら
れた。本実験では根におけるジベレリン含量を測定して
いないが、 の発現解析の結果から根で生成さ
れたGA4が葉鞘に移動しているために、‘晩中太’およ
び‘吉晴’でGA4含量が高まった可能性も考えられる。‘晩
中太’と‘吉晴’との共通の特性は、分げつ性を有する
ことである。ネギに外生ジベレリンを処理することで、
分げつの発生が増加することが、村井ら（1981）、山崎
ら（2006、2007）によって報告され、ネギの分げつの発
生にジベレリンが関与している可能性が示唆されてい
る。本実験の分げつ性を有する‘晩中太’と‘吉晴’で
GA4含量が高かったことは、分げつの発生機構にジベレ
リンが関与している可能性を示唆しており、今後、詳細
な検討が必要であろう。
　‘長悦’および‘吉晴’の芽生えを用いたジベレリン
の投与実験において、両品種では伸長反応が異なった。
この結果から、ネギにおいてジベレリンの反応性に品種
間差があることが示唆される。ジベレリンと植物の生理

現象との関連について考える場合、活性型ジベレリン含
量のみでなく、反応性についても考える必要がある。ジ
ベレリンシグナル伝達に関する研究は、分子生物学の分
野で近年急速に進み、モデル植物であるイネ、シロイヌ
ナズナにおいてシグナル伝達のしくみが明らかにされつ
つある（芦刈・松岡、2004；池田ら、2003；Pengら、
1998；Ueguchi-Tanakaら、2005）。コムギ 、トウ
モロコシD8、シロイヌナズナ は、ジベレリンの投与
により成長を回復しない半矮性の突然変異体であり、
DELLAタンパク質に欠陥を有するため、非感受性を示
すと考えられている（Ikedaら、2001；Pengら、1998）。
これらの突然変異体は、野生型に比べ20 倍から100 倍に
活性型ジベレリン含量が高まっている（Appleford・
Lenton、1991；Fujiokaら、1988）。これらの報告から、‘吉
晴’はジベレリンに対する反応性が低いために、内生
GA4 含量が高まっている可能性も推察される。しかし、
上述の非感受性の変異体が矮性であるに対して、‘吉晴’
の草型は矮性を示さないことから、‘吉晴’が非感受性
変異体である可能性は低いと考えられる。ネギのジベレ
リンに対する感受性の違いについては、今後の検討が必
要であろう。

（2）ネギの花成におけるジベレリンの影響
　一般に、花成に伴う茎伸長には、ジベレリンが関与す
ることが定説となっている（Chouard、1960；Pharis・
King、1985）。また、低温要求性の長日植物の中には、
花成非誘導条件下でジベレリンの投与により生殖生長へ
の移行が起こるものが多くある（Pharisら、1985；
Zeevaart、1983）。低温による花成誘導から花芽分化に
至る過程において、ジベレリンを必要とする過程は花成
誘起の段階である可能性が、カリフラワー（Wurrら、
1981）、 ストック（Hisamatsuら、1998）、 ダイコン
（Nishijimaら、1998a）で示唆されている。その一方で、
ジベレリンを投与しても花成の誘起ができない事例、ジ
ベレリン生合成阻害剤によって抽苔が抑制されても花成
が抑制されない事例もある（Zeevaart、1983）。ネギは
低温要求性を示すが短日植物である（八鍬・興水、
1969）ことから、上述の長日植物の場合とは、花成に対
するジベレリンの関与が異なることが予想される。以下、
ネギの花成、抽苔におけるジベレリンの役割を3つに分
けて考察する。

1）花成非誘導条件下におけるジベレリンの花芽分化へ
の影響
　花成非誘導条件下、つまり、栄養生長期にGA3および
ウニコナゾールPの処理を行っても、花芽分化が誘起さ
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れなかった（第５節の第２項）。このことから、シロイ
ヌナズナの花成モデル（Mouradovら、2002）で提唱さ
れているようなジベレリン経路（Gibberellin Pathway）
は、ネギにおいて存在しない可能性が示唆される。

2）花成誘導条件下におけるジベレリンの花芽分化への
関与
　花成誘導条件下の初夏どり栽培（トンネル被覆条件下）
におけるGA3およびウニコナゾールPの処理により、両
者とも抽苔率が高まったことから（第１節）、花成誘導
条件下においては花芽分化の誘起への何らかの関与が疑
われる。しかし、ジベレリンおよびジベレリン阻害剤、
相反するものを処理したにも関わらず、両者で抽苔率が
高まったことから、花成誘導条件下におけるジベレリン
の花芽分化への関与は不明である。本研究では、両者の
処理で抽苔率が高まった理由を説明できる十分な知見を
得ることができなかったことから再度検討が必要であ
る。

3）花芽分化後の花茎伸長におけるジベレリンの関与
　第１節において、GA3区では抽苔が早まり、ウニコナ

ゾールP区では抽苔が遅くなったことから、花茎の伸長
にはジベレリンが機能していると考えられる。このこと
は、第５節の第３項で行ったジベレリン関連の候補遺伝
子の発現解析からも支持される。また、花芽発達の後期
にあたる花粉・胚珠形成にGA3 酸化酵素遺伝子および
DELLAタンパク質遺伝子の発現が高まっていたことか
ら、花芽発達の後期にもジベレリンが関与している可能
性が示唆される。

　以上のように、花茎伸長にはジベレリンが関与してい
ることを明らかにしたが、花成誘導条件下におけるジベ
レリンの花芽分化への関与は明らかにできなかった。初
夏どり栽培においてジベレリンおよびジベレリン生合成
阻害剤ともに抽苔率が高まったことから、ダイコンで実
験されているようなジベレリン阻害剤による抽苔制御
（Nishijimaら、1998b）は、ネギにおいて実用化できな
いと考えられる。また、花芽分化後の花茎伸長の抑制を
ジベレリン生合成阻害剤処理によって、花茎が葉鞘の外
部に現れることを数日間ほど遅らすことができる可能性
もあるが、ジベレリン阻害剤処理によるネギの形態への
影響が大きいことから実用的ではないと考えられる。


