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である．その被害時期を回避することやその軽減  

対策は，果樹園芸において重要な課題である．   

植物は自然条件下では，秋から冬にかけて低温  

にさらされることにより低温耐性を高めていき  

（ハードニング，hardening），反対に温度の上昇  

とともに獲得した低温耐性を失っていく（デハー  

ドニング，dehardening）．植物の低温耐性を理  

解する上で，その過程における代謝の変化やその  

制御機構，また環境要因との関係などを明らかに  

することが重安である．そこで本研究では，まず  

自然条件下でニホンナシ‘幸水’の低温耐性に関  

係すると考えられる，内生物質の消長について検  

討を行った．次に低温耐性と植物内の水分状態と  

の関係を解明するために，季節の変化に伴う低温  

耐性と水分含量の変化を測定した．   

凍結傷害の安閑として，細胞外の水晶形成によ  

る水分ストレス（第1囲）が挙げられる．水晶形  

成は細胞外の水ポテンシャルを下げ，細胞は脱水  

ストレスをうける．細胞外凍結による脱水の程度  

は，凍結温度と細胞内の浸透濃度に依存し，温度  

が低いほど細胞はより大きな脱水ストレスを受け  

る（吉田，1999）．一方，細胞外凍結（extracelluLar  

freezing）による脱水があまり進まないうちに細  

胞が急速に冷却されると，細胞内が凍結する．こ  

の現象を細胞内凍結（intracellularfreezing）と  

いい，細胞内凍結を起こした細胞は生存できない．  

ハードニング中の低温耐性の増大と対応して細胞  

の浸透濃度が高まるといわれている（酒井，1982）．  

細胞内で浸透圧を調節している溶質としては糖ヤ  

アミノ醸，またそれらの関連物質が考えられ，本  
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果樹栽培において開花期ヤ果実肥大初期におけ  

る春先の低温は，果実生産に深刻な被害を与える．  

霜害とは，横間から早朝にかけて急激に温度が下  

がることによって生ずる農作物の被害のことであ  

り，植物生理学的には低温による細胞の凍．死によ  

るものである．春季に起きる霜害を晩霜害といい，  

秋季のものを初霜害または早霜害という．果樹栽  

培の適地を選定する際の措置とLて，その土地の  

年平均気温が適当であり，また果実が成熟するの  

に必要な積算温度が十分に恵まれていても、発芽  

期または開花期前後に襲う異常低温，すなわち晩  

霜の発生の有無が重要な点になる．霜害による作  

物の被害は，わずかな地形，建造物などの地物の  

影響で著しい差がでる場合が多い．放射冷却によ  

り地面が冷却すると，地面付近の気温が上層の気  

温より低い逆転型の温度分布になり，重たい冷気  

は滞留しやすく，くぼ地などでは被害が著しくな  

る〔内島，1986）．Lたがって，栽培適地の選定  

は十分吟味する必要がある．茨城県においても過  

去，晩霜害がたびたび発生し，ニホンナシの生産  

に大打撃を与えている．1987年の幸水では56．7％  

の花器が傷害を受け，1989年には20％のくず果が  

発生した（関東農政局茨城続計事務所，1990）．  

花が被害を受けると落花し，着果したものでも奇  

形果の発生や品質低下により商品性が無くなって  

しまう．   

植物は季節やその生育段階によって低温耐性  

（hardiness）が変化するとされており，ニホンナ  

シを含む果樹では花蕾期や開花期，そLてその後  

の幼果結実期が低温に対して感受性が強い（小林，  

1985）．したがって，降霜時における傷害発生の  

有無は，果樹の生長周期と慄い関係があるといえ  

る．そのため，霜害を受けやすい果樹の種類や品  

種は固定されたものではなく，また栽培地によっ  

ても左右される．一般的に発芽や開花の早いもの  

ほど霜害を受ける確率が高い．農家における実際  

の生産現場においては，低温による開花期の花，  

および果実肥大初期の被害が晩霜菩の主たるもの  
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研究では溶質の種類およびその量について調査し  

た．   

糖はハードニング過程で蓄積L，それに平行し  

て細胞の浸透濃度が増加する．細胞は凍結する際，  

まず原形質分離した後，次第に凍結脱水されるが，  

これらの物質は細胞内の濃度を高めるのでi束結脱  

水の程度が繹和される．このように糖や糖アルコ  

ールは高い凍結防御効果を示す一方，プロリンを  

含む遊離アミノ酸も糖と同様に凍結防止剤として  

の機能がある（Withers■King，1979）．また植  

物細胞は水分の急激な減少などのストレスに対L  

て，大量の糖（Sasakiら，1998）やプロリンなど  

のアミノ酸を合成する（Bohnertら，1995）こと  

も知られており，アミノ酸プールをつくることに  

より浸透圧調節を行っているものと考えられる．  

黒田ら（1991）は，低温耐性と過酸化物代謝とが  

密接に関係Lていることを報告している．活性酸  

素消去物質としてトコフェロールヤアスコルビン  

醸などが機能するが，またポリアミンも活性酸素  

を消去する可能性があると考えられている  

（Larcher，1999こ佐治，1999）．ポリアミンはア  

ミノ基を2つ以上持つ直鎖の炭化水素で，生体内  

に普遍的に存在し，核酸の安定化，タンパク質合  

成の活性化，物質の膜透過性の促進などの多彩な  

生理機能を持つとされており，さまぎまなストレ  

ス条件下におVlて増加し，植物のストレス耐性に  

も関与していると考えられている．しかしストレ  

ス耐性におけるポリアミンの作用機構については  

まだよくわかっていない．   

一方，これまでストレスに関与する植物ホルモ  

ンとしては，アブシシン醍（ABA）が広く研究  

されている．ABAはワタの実の離層形成や樹木  

の芽の休眠を促進する物質として発見され，蒸散  

の抑制，老化促進など生長抑制ホルモンとLての  

作用が解明されてきた．またABAは，水ストレ  

スヤ低温ストレスなどの環境ストレスに対する植  

物の耐性に関わっていると報告されている（近藤，  

1994）．しかしそのようなストレス耐性に対する  

メカニズムには現在においても不明な点が多い．  

植物が低温にさらされることにより，低温耐性を  

獲得するハードニングについては，以前から数多  

く報告されており，ABAの関与が示唆されてい  

る．例えばシロイヌナズナのハードニングと  

ABA含量には相関がみられ，内生ABA含量を増  

加させることが知られている乾燥処理によっても  

低温耐性が高まった（Langら，1994）．さらに低  

温処理の代わりにABA処理によって低温耐性を  

獲得することが，シロイヌナズナやbromgrass  

（チャヒキ）で知られている（Taninoら，1990；  

Ishikawaら，1995：Mantylaら，1995）．しかし，  

植物の低温耐性獲得および消失の機構や植物の凍  

結機構，また凍結傷害の機構については解明され  

ていない部分が多い，   

晩霜害による凍結傷害の詳細を知るためには，  

シミュレーションをしてその発現様式を明確にす  

る必要がある．植物の凍結を計測する方法には，  

熱電対などを用いた示差熱分析法（Ashworthら，  

1985a，b；Kangら，1998：Quammeら，1972，  

1995）や顕微鐘による観察（Quamme，1978；  

Ashworthら，1989）が以前から行われており，  

最近になって赤外線サーモグラフイ（infrared  

videljthermography）やNMRspectrometry（核  

磁気共鳴分光法）を使った観察（Priceら，1997a，  

b：Ishikawaら，1997，2000）などが行われてき  

ている．これまでの研究報告では，植物の凍結機  

構，また凍結傷害の機構についてシミュレーショ  

ンする際，凍緯試験後の傷害の様子からその傷害  

過程の全体像を推論してきた．しかし，赤外線サ  

ーモグラフィは凍結時の潜熱の放出を計測でき，  

植物表面の温度のみであるが非接触で測定できる  

ため，機器計測としては有効であると考えられる．  

これまで本機を用いてモモ，リンゴ，セイヨウナ  

シ（Wisniewskiら，1997）ヤクランベリp  

（Workmasterら，1999），タロフサスダリ  

（Carterら，1999，2001）においての報告はあっ  

たが，ニホンナシについての知見は全く無かった．  

本研究では赤外線サーモグラフィを使用して，ニ  

ホンナシの花器における；東結の過程を観察した．   

氷核活性（ice nucLeationactivity）を持つ物質  

に関する研究の歴史は長く，初めに氷核活性を持  

つことが報告されたヨウイヒ銀（Vonnegut，1947）  

は人工降雨のための氷核として用いられている．   
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その後様々な氷核活性物質が報告され，自然界に  

おける氷櫻活性についても明らかになってきた．  

霜害に氷模活性細菌が関わっていることが明らか  

になったのは，比較的最近のことである  

（Schnel卜Vali，1972）．その後ハンノキの落ち葉  

から単離されたPseudomonas syringaeが，－1，8  

～－3．8℃の水棲活性を示す氷横細菌であること  

が確認され，氷核細菌が霜害に大きく関わってい  

ることが明らかにされてきた（Ashworth，  

1992；荒田，1998）．水晶の形成は凍結傷害の前  

提条件であり，植物が氷点下での生存するために  

避けることができない過程であり，低温耐性の獲  

得において重要な要因である（Rodrigo，2000）．  

低温耐性がある植物は，細胞や組織にとって致命  

的な細胞内凍結を避けるために，その種や器官，  

親織ごとに特徴的な凍結様式を持っている  

（Ishikawa・Sakai，1981）．この凍結パターンの  

制御は植物の低温耐性獲得にとって重要な機構で  

ある．植物において水晶を形成する要因の一つほ  

氷横活性細菌であるが，最近になって低温耐性の  

ある植物は細胞壁や細胞内に氷横形成物質を持っ  

てVlる可能性が示唆された．非細菌性の氷積活性  

がモモの枝（Ashworth，1985a；Grossら，1988），  

ツツジの鱗片（Ishikawaら，1992；Ishikawaら，  

2000），冬コムギの葉（Brushら，1994）の組織  

において報告されている．植物における氷横形成  

の要因としては，植物自身が持っている内生的要  

因，および表面に着生している細菌などの外生的  

要因の両方が考えられており，越冬する植物おい  

て観察された氷横活性はそれらを合計した氷核の  

形成しやすさとして表されている（Brushら，  

1994）．しかし，植物組織における氷核活性には  

未解明な部分が多く，またニホンナシの凍霜害と  

氷．横活性との関連を報告した例は無いため，ニホ  

ンナシの花芽および花器における氷核活性を調査  

する必要があると考えた．   

ところで一方，晩霜による被害を回避するため  

には，発生の可能性がある危険地帯での栽培を避  

けることや，低温耐性が強く，開花期が降霜時期  

と重ならず晩霜の被害にあいにくい果樹や品種を  

栽培するなどの栽培的対策がまず挙げられる．ま  

た最近では気象予報技術の進歩や局地的冷却現象  

解析法の発達（高山ら，1999）により，数日前か  

ら霜害発生の予報をもとに気象的防除技術として  

寒冷妙による被覆，フアンによる送風やスプリン  

クラーによる散水（氷結法），また燃料を燃焼さ  

せることなどの，周囲の徴気象を調節することに  

よる防止法が一般的に行われている．被覆法は作  

物体を被覆することにより，被覆内気温の低下を  

防ぐとともに，被覆内作物の放射冷却を防止する  

ことを目的とした方法である．被覆労力に難点は  

あるが，経営面積の大きい諸外国に比べ我が国の  

果樹栽培では非常に有効である．   

凍霜害の発生時には一般的に放射冷却が強ま  

り，気温は急速に低下していく．このような条件  

下では気温の逆転層が形成され，樹冠付近と地上  

ユOm付近では3～4℃の温度差ができる．そして  

花器や葉温はその周囲の気温よりもさらに1～  

2℃低くなりやすい（小中原，1988）．送風法は  

上層の暖気を撹拝混合し，樹冠付近の温度を暖め  

る方法である．しかし，フアンによる送風は著し  

い低温の際，物理的に周囲の空気の温度以上には  

植物体の温度を上げることはできない．また散水  

氷結法は水が結氷する際に1gにつき80calの潜熱  

を放出する現象を利用して，スプリンクラーによ  

り連続的に植物体へ散水する方法である．理論的  

にはきわめて優れているがスプリンクラーの設置  

にはコストが非常にかかり，また散水する水の量  

も莫大となり実用例はあまり多くない（Nesbitt  

ら，2000）．燃焼法は，以下の2点を期待して行  

われる方法である．tl）燃料を燃焼させて気温を暖  

め，また潮熱源から発生する放射エネルギーを直  

接植物体に吸収させて体温を暖める．しかし，一  

般的に行われていた古タイヤの燃焼は，経済性や  

環境負荷の点から今後は難しいとされる．   

このように以前からi東霜害の防止には数々の施  

策が為されてきたが，晩霜の発生は自然現象であ  

るために完全に防ぐことは困難な場合が多し1．そ  

のような状況で植物成長調節物質による被害の軽  

減を目的とした研究も行われている．例えば，晩  

霜菩発生後，ジベレリン処理によって単為結果で  

きることも明らかになっている（猪俣ら，1992）   
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が，生産される果実は品質が悪く，一部には生理  

障害も発生してしまう．   

植物成長調節物質の一つであるジャスモン醸  

（jasmonlC aCid）は，植物界に広く分布し，低濃  

度でABAと似た作用を持ち最近注目を集めてい  

る（Sembdner・Parthier，1993；Creelman・  

Mullet，1997a，b：竹内・禿，1997）．ジャスモン  

酸はニガヨモギの茎葉部よりジャスモン酸メチル  

エステルが単離，同定され芳香成分として親しま  

れ，その後植物におけるジャスモン敵 およびそ  

の関連化合物の生理作用が明らかにされてきた．  

ジャガイモ塊茎における細胞伸長作用  

（Takahashiら，1994）やソラマメ種子の生長抑  

制〔Datheら，1981），オートムギ第一菓におけ  

るクロロフィル分解（Uedaら，1981），ゴガツサ  

サゲにおける離層形成の促進（上田，1995），ト  

マト果実のエチレン生成の促進（Saniewskiら，  

1987ab）などが挙げられる．また傷害刺激の伝達  

シグナル物質として役割も報告されており（Seo  

ら，1997，1999），植物の生理現象に深く関わっ  

ていることも明らかにされつつある．このように  

植物ホルモンなどの植物成長調節物質は，農業分  

野において生産性および品質の向上の目的で，近  

年広く利用されるようになってきており，果樹生  

産の発展にも大いに役立っている．   

ジャスモン醸は上述したようにABAと似た生  

理作用を示し，また傷害ストレスに対する応答に  

も関わっているため，低温によるストレスに対し  

ても有効に働く可能性がある．ズッキーニヘのジ  

ャスモン醸のメチルエステル体であるジャスモン  

醸メチル処理は低温障害を緩和し（Wang・Buta，  

1994；Gonzalez－Aguilarら，2000：Dingら，2001，  

2002），n－Propyldihydrojasmonate（PDJ）処理  

Lたカンキツでも低温による落葉ヤ果実の落下が  

緩和されている（Fujisawaら，1997）．ジャスモ  

ン醸の処理により内生A】〕A含量が増加すること  

もズッキrニ，カキ，モモ，ブドウなど果実で認  

められている（Wang・Buta．1994；Gemmaら，  

1998；小橋，1998；束川，1998L このようにジ  

ャスモン醸がABAを介して低温ストレスに射し  

関与している可能性があり，低温耐性獲得の横構  

にも関与する可能性が考えられた．そこで本研究  

はジャスモン醸処理による晩霜害回避が可能であ  

るかどうかについても検討した．   

以上のように第2章ではハードニング・デハー  

ドニング過程における低湿耐性の変化と物質変化  

を検討し，第3章ではニホンナシ 一幸水’の花器  

および幼果の低温耐性に言及して，第4章ではニ  

ホンナシ‘幸水’花芽，花器の凍結様式を調査し  

た．これらは植物のストレス耐性について重要な  

知見を提供し，植物の低温耐性の獲得樺構におけ  

る研究の進展に対しても寄与し得ると考える．さ  

らに第5章では晩霜害防止法の一つとして，ニホ  

ンナシの低温耐性におけるジャスモン酸の作用機  

構を解明しようとLた．そして果樹栽培の現場に  

おいて重要な課題である晩霜の回避についてもジ  

ャスモン醸が有効な手段になり得ると思われる．  

また，ジャスモン酸］ABA一低温耐性の関係を  

検討することは，植物のストレスに対する反応機  

構を解明する上での一助になり得ると考えられる  

ので．この点についても検討した．   

本研究は，筑波大学大学院博士課程農学研究科  

の学位論文研究として行われた研究であり，研究  

内容の一部については学会誌等に掲載されている  

（蘭古澤・弦間，2003；Sekozawaら，2002，2003，  

2004）．   
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第2章 ニホンナシ‘幸水’のハード  
ニング・デハードニング過程  

に由ける低温耐性の変化と物  

質変化   

2－1緒言   

植物は季節やその生育段階において低温耐性を  

変化させるといわれており，特に永年性の木本植  

物では，軟から冬にかけて低温耐性を著Lく高め  

ていくが，それに対応して代謝系ヤ細胞の構造，  

および成分が著しく変化する（酒井，1982：  

Larcher，1999）．秋から冬にかけての低温耐性増  

大を伴う一連の変化を低温順化（ハードニング）  

と繚称し，反対に冬から春にかけての低温耐性減  

少の過程を脱順化（デハードニング）としている．   

生物の多くは，←般に水分含量が低く，細胞液  

の浸透濃度が高いほど低温耐性があり（酒井，  

1982：Larcher．1999），細胞中の溶質の変化が植  

物の凍結様式および低温耐性に強く影響を与える  

と考えられている（酒井，19呂2；⊥arcller，ユ999）．   

そこでこの章では，放から春にかけてのニホン  

ナシ‘幸水’における低温耐性の変化を調査した．  

さらに，花芽の水分含量，糖，アミノ酸などの溶  

質，および低温耐性に関係するといわれる植物ホ  

ルモンであるABA（Guyら，1992；Langら，  

1994；Mantylaら，1995）の変化について調査を  

おこない低温耐性との関連を検討Lた．  

2－2 ニホンナシ‘幸水，のハードニンゲ・デハ  

ードニングにおける低温耐性の変化  

2－2－1材料および方法   

ニホンナシ 一幸水Iの成木を用いて，冬から春  

にかけて低温耐性の変化と水分含量との関係を調  

査した．筑波大学農林技術センター栽植の20年生  

ニホンナシ‘幸水’成木から，1999年2月1日よ  

りほほ2週間ごとに発育枝を採取した．花芽を切  

り取った後，節部分を除き1cm長に切りそろえ，  

枝を縦に4分割し，ジン皮部（bark）と材部  

（wood）に分離した（第2図）．   

試料をアルミホイルで包み，5℃，0℃でそれ  

Stem  ＿   

Flg．2．Diagram ofstem（upper）：bark and wo〔）d  

tissues，andflower bud component organs  

（lower）：Outer SCale（OS），inner scaLe（IS），  

f10ret（FLj and bract（f5r）of‘Kousufl  

JapaneSepear．  

ぞれ30分ずつ予冷した後，5℃／hの冷却速度で冷  

却し，1時間ごとに試料を取り出しながら，最終  

温度の－20℃まで試験を行った．凍結試験はエタ  

ノールを張った水槽に投げ込み式のパイプヒータ  

ー（B型投込みヒーター，八光電気楽作所），クー  

ルパイプ（cooIEC－80，TOKYORIKAKIKIKAI）  

およびサーモスタット（SR－31，YAMATO）  

を設置して温度を調節して行った．傷害をうけた  

細胞は，椰胞内のイオンヤアミノ酸が溶媒中で拡  

散するので，組織を水で浸出し，その液の電気伝  

導度を測定して組織の相対的な被害度を知ること  

ができる（Dexterら，1932：LimLArora，1998；  

Pe11et・Heleba，1998）．そこで電解質漏出寧を  

測定して被害の大きさ，すなわち低温耐性の程度  

の評価を行った．凍結試験を終えた試料は氷水中  

で融解し，その後5℃で－一晩おいた後の試科に蒸  

留水を加え，24時間後，電気伝導度計（CM－  

30ET，東亜科学）で浸出液の電解質漏出量（Cl）   
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を測定し，さらに30分間煮沸して組織を崩壊させ  

てから・－一晩おき，再び浸出液の電解質漏出量を測  

定した（C2）．電解質漏出率（ionleakage）は次  

の式により求めた．   

電解質漏出率（％）＝Cl／C2×100  

水分含量は採取した試料の生体垂（FW）を測定  

後，60℃のオーブンで3日間，乾燥させて乾物重  

（DW）を測定し両者の比より求めた．   

水分含量（％）＝（FW－DW）／FW）〈100  

電解質漏出寧の測定は6芽，水分含量の測定は3  

芽ずつ行った．   

また同様に2000年10月から2001年4月まで花芽  

（第2凶）を採取L，試料とした．5℃，0℃で  

それぞれ30分ずつ予冷した後，2℃／hの冷却速度  

で－5，10，－15，山20℃まで冷却した．設定  

湿度に達した時点で，それぞれ氷水中で30分間，  

ゆっくりと融解し，5℃で一晩おいた後，同様に  

電解質漏出率を測定Lた．測定はそれぞれ5芽ず  

つ行った．  

2－2－2・結果および考察  

1999年の冬季から春季にかけての気温の変化を  

第3囲に，デハードニング中のニホンナシ■幸水’  

の発育枝から採取した花芽，枝のジン皮部，材部  

における電解質漏出率の経時的変化を第4，5囲  

に示した．花芽においては，本実験の最低温度で  

ある－20℃に通過させた区で，気温が上昇し始め  

る3月に入ると電解質漏出率が大きくなり，その  

後3月中旬に入ると急激に増大した（第4図）．  

そして他の温度区においても，より低湿の区から  

順に電解質漏出率が増大する傾向を示した．特に  

4月21口の満開日以降の花芽では，比較的0鹿に  

近い氷点下の温度区である一5℃に遭遇しても編  

出辛が非常に大きく，被害の程度が若しかった．   

ジン皮部においては花芽と同様に，3月中旬に  

おいて最も低い温度である－20℃に遭遇した区が  

大きくなり，遅れて」15℃に遭遇した区でも増大  

し始めた（第5囲－A）．しかL，それ以外の温度  

では花芽ほど顕著な増大低向は無かった．   

財部においては測定を開始した2月上旬から，  

電解質漏出辛がわずかに増大する傾向を示した  

－・一・・・－M肌temP．  

－Max．temp、  

－－Mean．temp．  

Feb．   Mar．   Apr．  

Fig．3．Change Ln alr temperature during the  

eコ叩eTiTnentin1999  

bud  
break flロWer粁唱  

1  1  

n
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Fig．4．Changein cold tolerance offlower bud of  

’ⅩDuSul’Japanesepearduringdehardening  

as expressed byionleakageln1999．  

VertlCalbars represent standard error  

（S且n＝6）   



（第5図－B）．その傾向は温度が上昇し始めた3月  

に入っても変わらず同様の傾向であり，花芽に比  

べて急激に漏出率が増大するようなことはなかっ  

た．   

水分含量の経時的変化を第6図に示した．測定  

開始後，まずジン皮部において2月中旬にやゃ増  

加する傾向がみられたが，3月以後はジン皮部で  

ほほ横這いの傾向であった．花芽においてはジン  

皮部に遅れて3月上旬より急激な増加がみられ，  

花の開花する4月の中旬までその増加が続いた．  

一方，材部において水分含量は3月中旬まではあ  

まり変化はみられず，その後若干減少する傾向を  

示した．   

以上のように電解質漏出率からみた低温耐性を  

比較すると，気温が上昇を始める前である2月に  

おいてはジン皮部が最も低湿耐性が弱く，材部は  

2月初めから低温耐性が弱くなる傾向を示Lた．  

気温が上昇しデハードニングし始めると，花芽の  

低温耐性は急激に弱くなり，ジン皮部，材部の低  

温耐性の消失は花芽に比べると穏やかであった．  

そして開花期では花芽が最も低温耐性が弱く，晩  

霜によって花芽が最も被害を受ける確率が高いこ  

とと一致した．   

2000年度におけるハードニング～デハードニン  

グ問の花芽の低温耐性の変化を第7固に示した．  

10月中旬においては－5℃の低温でも若干の傷害  

がみられ，10℃以下では著しく電解質漏出率が  

高く，低温による傷害が若しかった．その後気温  

が低下するに伴い，植物がハードニングされるに  

ともなって，凍結試験時の花芽の電解質漏出率は  

低下Lていき，12月には－20℃の低温遭遇後も傷  

害の様子は見られなく，翌年の3月中旬まで高い  

低温耐性を保った．その後気温が上昇するに伴い  

デハードニングが始まり4月になると再び電解質  

漏出率が上昇し始め，低温耐性の低下が確認され  

た．   

花芽の水分含量および生体重，乾物重の軽時的  

変化を第8回に示Lた．ハードンニング中の低湿  

耐性の増大がみられた時期に水分含量が若干減少  

していた．その後2月より増加の傾向がみられ，  

花の開花する4月までその急激な増加が続いた．   

0
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爪
－
 
 
 
 
∧
U
 
 
 
 
▲
U
 
 

7
6
■
a
 
 

（
㌔
首
里
∪
8
」
空
母
宣
 
 

訂1  ガ15  3／1  訂16   ヰハ   〟15   訂1   

Fig，6．Change工n water contentsinflower bud，  

bark and wood of’Kousul’JaparleSe pear  

Ln1999．VertlCalbarsrepresentSE（n＝3）  



9  

乾物重はハードニング～デハードニングを通して  

増大した．   

一般的に植物は厳冬期よりも気温が上昇し，代  

謝活性が活発になるにつれて低温に対する耐性が  

無くなっていく．ニホンナシについては，Liaoら  

（1996，1997）が 二十世紀● において花の生長  

ステージと低温耐性の関係について報告してい  

る．これによると花芽の低温耐性は1，2月が最  

も高く，花芽が膨らみ始める3月ごろから低湿耐  

性が失われはじめ，鱗片が脱離し開花すると急激  

に低温耐性が失われると報告している．今回のニ  

ホンナシ‘幸水’における試験でも同様の傾向が  

みられ，気温が上昇し始める3月に入り，花芽に  

おける代謝活性がしだいに活発になると急激に低  

温耐性が弱まった．特に花が開花した以降では，  

0℃でも著しい被害を受けた．花芽における電解  

質漏出牢の経時的変化と水分含量の変化を比較す  

ると，その上昇し始める時期がほぼ一一致しており，  

生体内における水分含量が低温耐性と強く関係し  

ていることが今回の実験においても示唆された．  

カキにおいてKangら（199削 が報告しているよ  

うに，芽における水分含量は芽（新梢）の伸長量  

とほほ対応しており，ニホンナシ‘幸水’におい  

ても芽の伸長生長が始まり，水分含量の増加とと  

もにすみやかに低温耐性が失われることが確認で  

きた．   

しかし，ジン皮部，材部においては花芽に比べ，  

水分含量と低温耐性の間に明瞭な関係は確認でき  

なかった．今回の実験において，ジン皮部の水分  

含量の増加は花芽より早い時期に起きたが，低温  

耐性が失われ始めるのは花芽に遅れて起きてお  

り，水分含量の増加と低温耐性の低下の間に時間  

的なズレが生じている．また，材部において低温  

耐性は測定開始時の2月上旬よF）穏やかに失われ  

つつあるが，水分含量はほぼ－一定の傾向であった．  

クリにおいて横水分および木部圧と芽の低温耐性  

の関係（堀本・荒木，1999）が報告されており，  

枝の水分あるいは導管水の増加が凍害を誘発する  

要因であることが示唆されている．したがってニ  

ホンナシ‘幸水’においても，同様に枝の水分増  

加が，芽における低温耐性との減少の要因となっ   
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て脱脂し，2層分離後，水屑を得た．5％TCA  

（trichloro acetic acid，ト1）タロロ酢酸）を同量  

混合し，3，000rpmで5分間遠心分離し，タンパク  

質を除去して上澄みを得た．2Nの水酸化ナトリ  

ウム溶液を加えることにより，pH2．2に調整し，  

0．45FLmのメンプレンフィルター〔DISMICr25AS，  

ADVANTEC）で濾過Lて遊離アミノ酸の試料と  

した．定量はアミノ酸分析システム（CR－7A／LC－  

10As，Shimadzu）で行った．標準アミノ酸溶液  

はアミノ酸混合液（和光純薬製H型）を0．2Nクエ  

ン酸三ナトリウム，pH2．20で希釈して使用した．  

カラムはNa型強陽イオンカラム（Shimpack  

Amino¶Na，Shimadzu）を用い，カラムの温度  

60℃，流速0．6ml／min，蛍光検出器，励起波長  

350nm，検出波長450nmで行った．なお移動相は  

アミノ酸分析移動相キットNa型（Shimadzu），  

反応液はアミノ酸分析用反応液キットOPA  

（ortho－phthalaLdehyde，オルトフタルアルデヒド）  

試薬（Shimadzu）を用いた．採取したサン7’ル  

はそれぞれグループに分けて，各グループについ  

て1回ずつ分析を行い，3反復とした．  

糖含量   

試料を勅砕Lた後，80％エタノールで2回抽出  

した．得られた抽出液は40℃で減圧濃縮し，水相  

を得た．この水桶をイオン交換樹脂（AmberLite  

IR－120BおよびAmberLiteIRA－400）を用いて精製  

した後，0．15M水酸化バリウムと0．15M硫醍亜鉛  

を加えて除タンパク質を行い，蒸留水を加えて希  

釈し，内部標準物質であるベンダエリスリトール  

を加え，バイヤル瓶中で乾国Lた．その後デシケ  

一夕内で完全に脱水させた後，無水ビリジンに溶  

解し，HMDS（hexamethyldisiLazane）とTMCS  

（trimethylchlorosilane）を加えて160℃で加熱し，  

トリメチルシリル（TMS）化を行い，GLC〔GC－  

9AM；Shimadzu）による分析に用いた．分析に  

はSE－52を充填したガラスカラム，温度条件は160  

～250℃の5℃／minの昇温で行い，キャリアーガ  

スはHe，水素炎イオン化検出器（FID）を用い，  

測定した．また花芽における構成部位ごとの糖含  

量についてはHPLC（Toso Co．，8000シリーズ）   

ているとも考えられ，さらに落葉樹においては，  

落葉後の水分上昇はもっばら根圧によるものと予  

想される（Sperryら，1987）ので，根の吸水の  

開始時期を測定することが，低温耐性の減少時期  

や春季における低温耐性の強さを判定するための  

有効な指標になり得るかもしれない．   

デハードニングにおいて花芽の水分含量が，低  

温耐性に大きく関わっていることが確認できた  

が，ハードニングにともなう水分含量の大きな変  

化はみられず，測定開始から低かった．Ishikawa  

・Sakai（1985）はチョウセンアザミの塊茎につ  

いて低温耐性の変化を調査しているが，低温耐性  

の増大過程において水分含量はあまり変化Lなか  

ったことを報告している．そのため低温耐性の増  

大過程時とは異なり，ニホンナシ花芽の水分含量  

は低温耐性の獲得において主要な要因では無いこ  

とが考えられた．  

2－3 ニホンナシ‘幸水’のハードニング・デハ  

ードニングに由ける内生成分の物質変化  

2－3－1材料および方法   

ニホンナシ‘幸水’の成木を用いて，花芽のア  

ミノ酸含量，糖含量および内生ABA含量の秋か  

ら春にかけての変化について調査を行った．筑波  

大学農林技術センター栽植の20年生ニホンナシ  

‘幸水一 成木の花芽を使用した．発育桂を採取し，  

花芽を発育枝から切りとった．探二晩は1999年2月  

1日より同年4月13日まで，計7回行った．採取  

した花芽は液体窒素で凍結し，－20℃で保存L内  

生成分分析用の試料とした．同様に，2000年10月  

から2001年4月まで花芽を採取した．採取した花  

芽は外部鱗片（OS），内部鱗片（IS），小花（FL），  

包菓（Br）の各部位ごとに分解し（第2国），分  

析の試料とした．  

内生遊離アミノ酸含量   

抽出，精製ならびに分析は，Szalaiら（1997）  

の方法に従って行った．試料を乳鉢で粉砕し，得  

られた粉末に蒸留水を加えて攫拝した後，  

7，000rpm，4℃で10分間遠心分離した．その後得  

られた上澄みに射し，同量のクロロホルムを加え  
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その後4月16［］に開花Lた、満開日は4月21日で  

あった．冬から春にかけてのデハードニング過程  

の内生遊離アミノ酸含量の経時的変化を第10阿に  

示Lた．個々の遊離アミノ酸についてみると，負  

電荷を有するアミノ酸の中で，アスパラギン醸，  

グルダミン醸ともに測定問姫時の2月上旬より緩  

やかに上昇し，3月中旬においてわずかに減少す  

るが，その後は上昇し続けた．正電荷を有するア  

ミノ酸の中では，アルギニンが一度2月の中旬に  

による分析を行った．試料を粉砕L，80％エタノ  

ールで2回柵出した擾，抽出液は40℃で減圧濃縮  

し，水相を得た．この水桶をイオン交換樹脂  

（AmberliteIR・12OBおよぴAmberliteIRA－400）  

を用いて精製した複，蒸留水を加えて希釈し，  

0．45〝mのメンプレンフィルター（DISMIC－  

25AS：ADVANTEC Co．）で濾過して糖分析の試  

料とした，HPLCの条件は，カラム（Shim－paCk  

SCR・101C，SHIMAI〕ZU），移動相：D．W．．流速  

1．Oml／min，検出器：示差屈折 雄Ⅰ）検出器とし  

測定を行った．採取したサンプルはそれぞれグル  

ープに分けて，各グループについて1回ずつ分析  

を行い，5反復とLた．  

内生ABA含量   

抽出，精製ならびに分析は，Uthaibutra・  

Gemma（1991）の方法に従って行った．試料を  

粉砕Lた複，ポリビニルポリピロリドン（PVPP）  

を含む80％冷エタノールで2回抽出した．抽出液  

は減圧濃縮し，水屑を得た複，16，000rpmで15分  

間遠JL、分離し 骨法に従って酢酸エチル可溶性分  

両を得た．この分画を乾回させ，少量のメタノー  

ルを含む蒸留水で溶解した．溶解したものをSep－  

pak CIBカーTlリッジ（Waters Co．）を用Vlて精  

製Lた後，少景のPVPPを加えてよく握り，  

3，000rpmで2分間遠心分離した．その後上澄みを  

0．45〝mのメンプレンフィルタ（SLLⅡRO4NLて  

Mi11ipore）で濾過し，HPLC（Toso Co．，8，000シ  

リーズ）を用いて定塞Lた．HPLCの条件は，カ  

ラム：ODS（Super ODS，Toso Co．），移動粕：メ  

タノ←ル／水（40：60）＋0．1％酔慨，流速1．Oml／′min，  

検出静：UV吸収検出器（254nm）とした．採取し  

たサンプルはそれぞれ3グループに分けて，各グ  

ループについて1回ずつ分・析を行い，3反復とし  

た．  

2－3－2 結果及び考察  

内生遊離アミノ酸量   

ニホンナシ 一幸水’の発育横から採取した花芽  

内のアミノ酸について測定を布い，11稗が同定で  

きた（第9剛．1999年4月3日に花芽は萌芽L，  

う
⊇
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representS．E．（n＝3）   
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ノ醸はわずかな量であり，高い濃度で蓄積するこ  

とはあまりない（坂野，1981）．このことは細胞  

内でアミノ酸合成がフィードバック調節により厳  

しく調節されており，必要とする適正量だけ合成  

し，必要以上の代謝中間体を蓄積しないようにし  

ていることを示している．帯刀（1996）はニホン  

ナシ ■幸水’の冬季における全アミノ酸含量は自  

発休眠覚醒期に急激に上昇し，その後減少すると  

報告している．今回の実験でも，ハードニング彼  

の厳冬期においては低い値であったが，気温の上  

昇につれてその量を増加させ，特に花が開花する  

直前には急激な増加を示した．これは花芽の萌芽，  

開花と続く，一連の急激な発育活性に際し，タン  

パク質の合成などに必要とされるアミノ酸量の需  

要が高まったため，活動の少ない冬季に比べ全ア  

ミノ酸量が多くなったものと考えられる．   

また高等植物の越冬中の代謝産物としては，  

Sagisaka（1974）によって特異的なアミノ酸の蓄  

積が報告されており，生長期にある植物ではグル  

タミン醸の量が非常に多いが，冬季にはアルギニ  

ンが増加するとされている．本研究で使用した  

■幸水’の花芽においても，ハードニング後はア  

ルギニンがグルタミン酸に比べ多く含まれてお  

り，同様の結果が得られた．また，アルギニンは  

デハードニング中急激に減少し，一方グルタミン  

酸ヤアスバラギン酸の量が急増しており，花芽に  

おいてアルギニン合成からグルタミン醸合成へと  

転換が起こっていると考えられ，デハードニング  

過程では遊離アミノ酸量の特異的な変化があるこ  

とが分かった．植物の中には越冬中のアミノ酸と  

して，アルギニンの他にプロリンを蓄積するもの  

も知られている（酒井，1982）．しかし今回の測  

定ではニホンナシ‘幸水’の花芽中にはハードニ  

ング過程においては，ごくわずかLか存在してい  

なく，デハードニング過程においても，他のアミ  

ノ酸同様，開花直前に急激に上昇し，低温耐性に  

与える働きは少ないものと考えられた．  

糖含量   

第12国にデハードニング中のニホンナシ‘幸水’  

花芽における糖含量の軽時的変化を示した．2月   

減少した後，急激に上昇し，3月15日にピークを  

迎えた径，急激に減少した．中性の極性アミノ酸  

では，グリシンは開花まで大きな変化は認められ  

ず低い値を保ち，その後急激に増加した．疎水性  

のアミノ酸の中では，芽の生長が活発になるまで  

は，プロリンが比較的高い割合を占めていた．そ  

して花芽の発芽後，全アミノ酸に対する割合は低  

下したもののアラニン，イソロイシン，バリンヤ  

フェニルアラニンと共に含量は増加する傾向があ  

った．なかでも，アラニンの増加が顕著であり，  

4月中旬にはこの両者が疎水性アミノ酸の中で高  

い割合を占めた．   

2000年は4月6日に萌芽し始め，開花は4月19  

口であった．12月から4月までの遊離アミノ酸の  

経時的変化を第11国に示した．ハードニング彼の  

冬季においては，前年と同様，アルギニンが高い  

割合を占めており，気温が上昇しデハードニング  

が進むにつれて減少していった．アスパラギン酸，  

グルタミン酸，グリシンや他のアミノ酸も前年と  

同様の傾向であり，開花が近づくにつれて急激に  

上昇し始めた．   

通常の植物細胞では，遊離の形で含まれるアミ  

bud  
break  
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の初めからいずれの糖も減少を続け，開花直前の  

4月上旬まで減少していった．花芽における糖は  

ソルビトールが多く，低温耐性が高い2月中旬に  

は全糖含量の65％を占めた．   

花芽中の各部位における糖含量の経時的変化を  

第13囲に示した．部位ごとにみると，花芽全体で  

測定したときと同様，ソルビトールが主要な糖で  

あった．小花においてハードニングするにつれて  

ソルビトール，スタロース含量が増加し，またそ  

の後のデハードニング過程においては急激に減少  

した．外部鱗片と内部蘇片＋包菓においては，ハ  

ードニング過程においてソルビトールおよび他の  

糖含量が増加L，デハードニング過程においては  

減少L，ほぼ同様の傾向であった．しかし小花に  

比べると，その増加する時期は遅れており，また  

反対にピークを迎えた後は小花よりも先に減少を  

開始した．糖の量は小花が最も多く，鱗片に比べ  

ソルビトール，スタロースともに約2倍であった．  

スタロースはどの部位においてもソルビトールと  

同様の動態を示した．また鱗片や包菓において，  

デハードニングが進んだ萌芽直前の時期からスタ  

キオース，グルコース，フルクトースの含量が増  

加L始めた．   

酒井（1982）はクワヤニセアカシアのジン皮組  

織で，ハードニングにおいて低温耐性の高まりに  

対応して，糖および浸透濃度が平衡して増加する  

ことを報告している．そして冬季に蓄積される糖  

の種類やその割合は，植物の種類によって大きく  

異なっていた．また多くの植物において冬季にラ  

フイノースやスタキオースの蓄積が報告されてい  

る（酒井，1982）．ニホンナシの花芽においては，  

ラフイノースはごく少なかったが，外部鱗片にお  

いてスタキオースの蓄積が認められた．バラ科植  

物のバラ，リンゴなどにおいては，ソルビトール  

などの糖アルコールが夏から冬にかけて増加し，  

糖の全量の40－55％に達する（酒井，1982）、糖は  

低温耐性に大きく関与しており，その中でグルコ  

ースがもっとも凍害防御効果が高く，ソルビトー  

ル，ラフイノースも高い効果を示す（酒井，1982）．  

ニホンナシの花芽で鱗片，小花Vlずれの組織にお  

いて，冬季にかけてソルビトールの含量が増加し，  

高い割合を占めた．よってニホンナシ‘幸水’の  

花芽においても他の植物と同様に，細胞内に多量  

の糖を蓄積することによって，細胞内の浸透圧を  

増加させ，モル氷点降下により一定湿度での凍結  

脱水の程度を穏和させている（吉田，1999）と考  

えられた．   
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内生ABA含量   

ニホンナシ ■幸水’の発育枝から採取Lた，花  

芽における内生ABA含量の経時的変化を第14図  

に示した．内生のABA含量は1999年2月の中旬  

より上昇L，3月の初旬にピークがみられ，その  

後減少した．そして4月上旬の開花とともにわず  

かに増加Lた．ABA含量のビータを迎えた3月  

卜旬の低温耐性は，厳冬期である2月に比べ著し  

く高いわけではなく，むしろ急激に低温耐性が弱  

まる直前であり，ABAの含量と低温耐性の間に  

相関が認められなかった．   

花芽中の小花における内生ABA含量の経時的  

変化を第15国に示した．ハードニングが完了する  

12月まで，内生のABA含量は上昇し，その後急  

激に減少L，3月中旬にデハードニングが始まる  

に伴って，再び急激に上昇した．このように花芽  

におけるABA濃度とデハードニングとの間にほ  

直接的な関係がみられなかった．   

田村ら（1993）は自発休眠中におけるニホンナ  

シ ▲二十世紀’の芽中のABA含量が低温遭遇に  

ともない低下‾し，またA］∃A含量の低下する時期  

が遭遇する低温の強さによって異なることを報告  

している．またABAは植物の乾燥時における気  

Nov．Dec．Jan．Feb，Mar．Apr．  

Fk15．Char工ge jn abs亡1SIC aC主d亡OmtentS and dr）r  

weightoffloretsin LKousul’Japanesepear  

in2001－2002．Vert王calbars represent S．E，  

（n≡＝3）   

孔の閉鎖において重安な役割を果たし（近藤，  

1994），また択あるいは頂芽にABAを処理したヒ  

マワリにおいて，根．から葺への水の移動が促進  

〔Ludewjgら，198即 されている．このように  

ABAは植物の水分・状態と密接に関与していると  

思われる．花芽全体でみたときABAのピークを  

迎えている時期は，花芽の水分含量が増加する直  

前である．このころから花芽の韓片基部周辺の木  

化していない組織が成長を始め，また小花の大き  

さが大きくなり，花芽全体がふくらみ始める．L  

たがって花芽におけるABAの含量が増加するこ  

とにより，花芽の肥大に伴い根から花芽への水の  

移動が促進された可能性が考えられる．   

以上のようにハードニングに伴い，小花の内生  

のA且A含量が増加Lたことから花芽の低温耐性  

獲得にABAが直接的に関与し，デハードニング  

中のABAは，植物体内の水分輸送に関与するこ  

とにより，低温耐性に間接的に関係しているので  

はないかと示唆された．   



15  

却した．－5℃で1時間保持したものをそれぞれ  

水中で1時間，ゆっくりと融解し，その後5℃で  

1週間おいた後の電解質漏出量と傷害（褐変）の  

程度を測定し，低温耐性を評価した．電解質漏出  

率の湘完は，前章に示したものに準じて同様に行  

った．褐変の程度は0から3までの4段階（0  

褐変部無L，1胚珠，雌ずいが褐変，2一花托，  

花柄まで褐変，3一全体が褐変）で評価した．測  

定は花そうから3～4香花を選び，6花ずつ評価  

した，   

また，2000年4月19口（開花初期）には，2本  

の成木から結果枝ごと花器を採取し，凍結試験を  

行った．採取した結果横は3花そうずつになるよ  

う分断し，乾燥を防ぐため切り口にシリコンオイ  

ルを塗布し，氷とともにポリエチレンの袋に入れ  

た．その後アルコールバスに設置した広口の試験  

管の中に入れた．5℃，0℃でそれぞれ30分ずつ  

予冷L，2℃／hの冷却速度で－3，【5，－7℃ま  

で冷却した．設定温度に達した時点で取り出し，  

前述と同様の処理をした後，花器を花弁卜雄ずい，  

雌ずい，花托（がく片，胚珠を含む），花柄に分  

解し（第16図），電解質漏出撃と褐変の程度を測  

定し，低温耐性の評価とした．採取した花そうは  

それぞれ3グループに分けて，花そうから3～4  

香花を選び，電解質漏出率は各グループについて  

6花，褐変の程度は20花ずつ測定を行い，それを  

3反復行った．   

さらに花弁，雄ずい，雌ずい，がく片，花托（胚  

第3章 ニホンナシ‘幸水，の花器お  

よび幼黒の低温耐性   

3－1格言   

ニホンナシを含む果樹は，花膏期や開花期，そ  

して助果期において低温に対して感受性が強く，  

特に被害を貴けやすい（小林，1985）．Lたがっ  

て降霜時における傷・害発生の有無は，果樹の生長  

周期と深い関係があるといえる．開花期前後の低  

温は，雌ずいや胚珠を枯死に至らしめ，ひいては  

花そう全体が枯死する（猪俣ら，1993：猪崎，  

1985）．また被害が著しいと，幼異において表皮  

に亀裂や染みやできてLまう（猪崎，1985）．ま  

たニホンナシの花器の構成器官や，花の生長ステ  

ージによって霜に対する感受性が異なっていると  

考えられている（小沢・本田，1995）．   

前章においてハードニングにおいて獲得した低  

温耐性は，気温の増大とともに速ゃかに失われる  

ことが確認できた．また，デハードニングが進む  

につれて低下する花芽中の溶質，特に糖の含量が  

その要因である可能性が示された．   

受粉・受精が行われる開花期やその後の果実肥  

大初期は，果実生産にとり非常に重要な時期であ  

り，複雑な構造を持つ花器と，それを構成するそ  

れぞれの花器常における低湿耐性の横棒は，数々  

の報告があるが未だに十分な情報が得られていな  

いのが現状である．そこで，この章ではニホンナ  

シの開花期の花器について，低温による傷害の機  

構を明らかにすることを目的とした．  

3－2 材料および方法   

供試植物は，筑波大学農林技術センター内で栽  

培されているニホンナシ品種‘幸水’の花器と助  

果を用いた．1999年4月18日（花蕾期），4月21  

日（満開期），4月30日（幼果期）の3回にわた  

って，花器または幼果を採取し，実験材料とした．  

凍結試験は採取した花器や助果をアルミホイルで  

包み，アルコールバスに設置した広口の試験管の  

中に入れた．その後5℃，0℃でそれぞれ30分ず  

つ予冷した後，5℃／hの冷却速度で－5℃まで冷  

Flg．16．Diagramofflowereomponentorgans：petal，  

stamen，plStll，reCePtaele．ovuLe and  

PedunclecIf’Kousul’Japanesepear   
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疎を含む），花柄の糖含量を測定した．方法は前  

章に示した方法と同様である．採取した花器はそ  

九ぞれ3グループに分けて，各グループについて  

8サンプルずつ測定を行い，それを3反復行った．  

3－3 結果由よび考察   

凍結試験後の花器および幼果の様子を第17囲＝こ  

示した．まず花花の表皮の下に空洞ができる浮き  

皮と呼ばれる現象がおこり，旺珠や雌ずいに傷害  

がみられ，温度が低下するにつれて他の部分にお  

いても傷害が観察できた．Lかし，なかには花器  

では傷害が見られず．花柄の途中で祈れるように  

傷害を受けたものも散見された．以上のように，  

花托・子房郡で低温障害の特徴である組織の褐変  

が，花柄・果榎部よりも先に発生Lてし1るのが確  

認できた．褐変の程度の強きと電解質漏出寧を第  

1呂囲に示した．花蕾期から満開期にかけて花のス  

テージが進むにつれて，低温卜5℃）による被  

害の程度が大きくなった．褐変の程度と電解質漏  

出撃との問には，ほぼ同様の傾向がみられ，強い  

正の相関が見られた（R＝0．92榊）（第19国）．1999  
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年の実験では，花器および幼果全体の電解質漏出  

率から低温耐性を評価したため，花器および幼果  

内の花柱や薪，胚珠，子房，花柄などの器官間の  

低温耐性の差や，花器の中での傷害を受ける温度  

を知ることはできなかった．そのため2000年には  

花器の構成器官ごとの低温耐性の評価を詳細に行  

った．電解質漏出率は，まず花托および花柄にお  

いて増大する傾向が確認でき，その後雌ずいにお  

いてもー5℃から増大した（第20囲）．花の各構成  

器官においても，電解質漏出寧と褐変の程度から  

判定した被害度の問には，花托（r＝0．83…），花  

弁（r＝0．75●り，花柄（r＝0．72●り，雌ずい（r＝  

0．71り で強い正の相関があったが，雄ずい（r  

＝一0．19）では相関関係は認められなかった（第  

19囲）．   

低温耐性にはクロロフィル蛍光（Fv／Fm）や  

生体染色法，トリフユニル・テトラゾリウムクロ  

ライド（triphenyltetrazolium chloride）還元法  

も応用され，電解質掘出率による判定法よりも傷  

害の被害度を正しく示すとする説もある〔Boorse  

ら，199粧 しかし，今回の試験においてニホン  

ナシ ●幸水’花の電解質編出率と褐変の程度から  

判定した被害度の間には，強い正の相関が見られ  

た（R＝0．92叫）ため，本法による判定も，ニホン  

ナシ‘幸水’花では十分適用できると判定した．   

花器の各構成器官の回帰直線がそれぞれ異なる  

ので，ニホンナシ ■幸水一 花の構成器官の間に低  

温耐性の違いがあることが考えられ，電解質漏出  

率の値の大小だけでは，異なる器官間の被害の程  

度を判定することはできないと考えられた．よっ  

て，電解質漏出率のよる判定法は，同じ器官同士  

における低温耐性の判定でのみ有効であろう．   

褐変の程度で低温耐性を判定した場合，零度に  

近い比較的高い低温卜3℃）では花托，胚珠，  

雌ずいで傷害の程度が大きかったが，より低温で  

は胚珠，雌ずいの傷害が花托に比べ，大きかった  

（第21国）．花柄は花托に比べ，より低い温度で傷  

害が現れた．以上の結果からニホンナシ‘幸水’  

花器のなかでも胚珠や雌ずいが低湿耐性が低く，  

花柄，雄ずいは比較的高いことが分かった．花托  
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は傷害の現象が現れるのは早いものの，その程度  

は軽微であり，致命的な傷害は受けにくかった．  

精舎量   

花器の構成器官別にみると，低温試験によって  

傷害を受けやすかった雌ずい，花托（胚珠を含む）  

において，ソルビトール，グルコース含量が他の  

部位に比べ低く，全糖含量も低い値であった（第  

22図）．糖質中，グルコースがもっとも凍害防御  

効果が高く，ソルビトール，ラフイノースも高い  

効果を示す（酒井，1982）ので，今回の実験の結  

果は低温耐性の吉田立間の差異を解釈する上で有用  

な試料である．一方，ソルビトールはプロリン同  

様，細胞内で浸透圧を調節する働きのある適合溶  

質（中村■高倍，1999），すなわち植物が浸透圧  

ストレスに応答して，細胞内に蓄積する低分子有  

機化合物で，塩のように細胞内の酵素活性を阻害  

しないときれている．適合溶質の集積は細胞液の  

凍結温度を低下させるので，ニホンナシの花器に  

おいてソルビトールおよび全糖含量が多い部位で  

は，過冷却により凍帯が回避された可能性が示唆  

された．また凍結やそれに伴う脱水時にも原形質  
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1999）．しかし，ニホンナシの花器においての報  

告は無いため，今回赤外線サーモグラフィによる  

花器の凍結過程の観察を行った．   

液相の水が水晶に成長する際には鋳型が必要で  

あり，氷横括件物質とはその鋳型として働く物質  

であると考えられている（荒田，199軋 氷核活  

性を持つ物質に関する研究の歴史は長く，初めに  

ヨウ化銀が氷桟活性を持つことが報告  

（Vonnegut，1947）され，人工降雨のための氷標  

として用いられているが，霜害に氷横活性細菌が  

関わっていることが明らかになったのは，比較的  

最近のことである（Sc主1ne11t Vali，1972）．その  

後P5eU〔ねmoJコ月5ゴアr血g∂eが氷櫻細菌であること  

が確認（Makiら，1974）され，氷横細菌が霜害  

に大きく関わっていることが明らかにされてきた  

（Ashworth，1992；荒田，1998）．植物において  

水晶を形成する要因の一つは水橋活性細菌である  

が，一方，最近になってモモの桂（Ashworth．  

1985a；Grossら，1988），ツツジの鱗片  

（Ishikawaら，1992：Ishikawaら，2000），冬コム  

ギの菓（Br11Shら、1994）の細胞壁や細胞内に氷  

横形成物質があることが報告された．しかし，植  

物組織における氷核活性（INA．ice nucLeation  

activity）には，未解明の部分が多く，本苛では  

植物における水晶の形成を制御していると考えら  

れる氷核活性（水晶の形成Lやすさ）について調  

査した．   

以上のように，本章はニホンナシ‘幸水’花器  

における傷害機構に関して，赤外線サーモグラフ  

ィによる観察や花器における氷核活性の測定を行  

い，その凍結様式（freezing pattern）を明らか  

にすることを目的とした．  

4－2 赤外線サーモグラフィによるニホンナシ  

‘幸水，花器の凍結過程の観察  

4－2－1材料および方法   

筑波大学農林技術センターにおいて育成した．  

ニホンナシ‘幸水’の2年生苗を1998年10月20日  

に畑土とソイルミックス（サカタのタネ）の混合  

土（6：4）を培土とした直径25cmのポットに鉢  

卜げL，自然日長下で生育させた．潅水は慣行に   

第4章 ニホンナシ‘幸水’花芽，花  

器の凍結様式   

4－1緒言   

植物体の多くの部分は水で構成されており，平  

均すると，原形質は85～90％，葉緑体やミトコン  

ドリアなどでは50％の水を含んでいる．含水量が  

特に多いのは果実（85～95％）や，根（70～  

95）％であり，反対に熟した種子では10－15％の  

水分しか含まないものもある．このように水は生  

体構成成分の大部分をしめ，生体の構造を保ち，  

機能を維持する上で重要な役割を果たしている．  

植物が氷．点下で生存する際には，氷晶の形成は避  

けることができない現象であると同時に，凍結傷  

害の前提条件として，また低温耐性の機構解明に  

おいても重要なポイントである（Rodrigo，2000）．  

凍結障害の要因とLて，致死的な細胞内凍結の他  

に，細胞外凍結時の水晶形成（ice nucleation）  

による水分ストレスが挙げられる．水晶の形成と  

水分・含量は関係が深くっ 一般．に水分含量が低く，  

細胞液の浸透圧が高いと低温耐性が強いことが報  

告されている（酒井，1982）．さらに，細胞中の  

溶質の変化が，低温耐性に影響を与えると考えら  

れている（Sasakiら，199呂；吾軋1999）．その  

ため，細胞，組織，器官レベルにおける過冷却や  

水晶の形成などを含む凍結様式を明らかにし，制  

御することができれば，植物における低温耐性横  

構解明に大きく寄与できると思われる．   

落葉果樹の花器における霜害は低温そのものよ  

りも，水晶の形成が要因であると考えられており  

〔Rodrigo，2000），霜害の防止は水晶形成の制御  

が重要である（Wisniewskiら，1997）．   

赤外線サーモグラフィは，植物組織が凍結する  

時の潜熱の解放を二次元の画像として視覚的に確  

認できるため，植物における水晶の形成やその伝  

搬を調査するうえで有用であり，モモ，リンゴ，  

セイヨウナシヤクランベリー，タロフサスグリに  

おいて凍結過程の観察に使用されている  

（Ceccardiら，1995：Wisniewskiら，1997；  

FulLer・Wisniewski，1998；Workmasterら，  



20  

ェア（PicEd Avio．NIPPON AVIONICS）によ  

り解析を行った．発熱現象を表示するために，温  

度範囲は紫（－5℃Jから自ト2℃）で表示した．  

選択した温度範閏よりも下の温度は黒で，上の温  

度は自で表示Lた．37本のポット植樹を観察し，  

その中から最も明瞭な画像を選んだ．また，記録  

したサーモグラフィから花器の各部位の凍結曲線  

を作成し．過冷却点〔過冷却が破れる温度）を凍  

結（開始）温度とLた，  

4－2－2 結果及び考察   

ポット構樹を－6℃の低温に曝露させた場合，  

花器組織の温度は10分以内に急激に一6～－4℃に  

従い．培土表面の乾燥状態で判断し，2mm程度  

潅水した．実験に供Lた2001および2002年の展菓  

期から幼果期にかけて，ポット植樹は120cm程度  

に切り戻し 樹高を調節した．ポット植樹はまず  

2℃で30分間低温順化させた後，－6℃に設定し  

た低温庫に移Lた，冷却フアンからの風は，発泡  

スチロールの板でポット植樹に直接当たらないよ  

うにLた．   

花芽および幼・果における凍結時の温度変化過程  

は，赤外線サーモグラフィビデオカメラ（model  

TVS＾2000MK，NIPPON AVIONICS）を使用し  

て観察し，熱所懐はフロッピーディスクに記録し  

た，記録した熱画像は赤外線熟画像分析ソフトウ  

Fig．23．IcelluCleationand propagationinpottedJapanese pear‘Kousu三■treeat balloon and封oweringstageas  
seen withIR v主deo thermography during freezhg test．CoIDrS Of the temperature range from v王01et  
（colder：5℃）to white（warmer．2℃）．W王th ballooTln（）WerS（A†B，C．D），theIRiTnageSin each ofB  
throughDareshownintimeDrder．Icenucleatiロninitja11yoccurred王rlpeta工s（P）．sepaエsarLd／orreeeptaele  

tR）aft巳rthetemperatureoftheirtissuesdecreasedatabout－5～L6℃（B．arrow）andthenpropagated  
Outalongthepeduncle（Pe）withinlOOsEIfterice nucIcation（C，D）・Withopeningflowers（E，F，G．H）．the  
IRimagesin each of F through H are shownin time order，The sepa】s and／or receptacle（R）were  
initiallyfrnzenasindicatedbythebrightre訓〕ntF．arrow）．andthentheiecnucleatjonpropagatedtothe  
petals（P）andaloTlgthepeduncle（Pe）withinabout90safterthefreezingeventbegan†G，ⅠⅠ） 
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下がった．さらに凍結時の温度変化〔発熱現象）  

は．平均1～3℃の温度の上昇が明らかな色の変  

化として観察できた（第23固）．花曹期の花器に  

おいては花托よりも花柄においてより速く温度が  

下がり，その後，約一6州－5℃まで過冷却した．  

最初の凍結は，花弁，がく片および花托周辺で起  

こることが観察できた（第23囲，A～D）．その後，  

最初の凍結による発熱が確認されてから，100秒  

以内には凍結は花柄に伝搬Lていった．花膏期に  

おける花の各粧織の平均凍結温度は，花弁では－  

5．6±0．3℃（n＝12），花托が－5．2±0．5℃（n＝8），  

花柄が－5月±0．2℃（n＝8）であった（第1表）．   

開花直後の花器においても，花托に比べ花柄で  

先帝して温度が下がって行き，約0．5～2℃低か  

った．その後，－6±1℃まで過冷却した．まず  

がく片・花托の部分が，第23岡E～Hで明るい色  

で示されているように凍結し始め，その後90秒以  

内にその凍繹は花弁や花柄に伝搬していった．開  

花期の花における平均の凍結温度は，花弁では一  

5．3±0．3℃（n＝20），花托が－5．2±0．2℃（n＝70）．  

花柄が－6．0±0．2℃（n＝40）であった（第1表）．  

凍結試験後，花そうは著しく傷害を受け，個々の  

小花において水浸状や褐変した組織が観察され  

た．   

幼果においては果実よりも花柄の先行的な弓昆最  

低下が薯Lかった．花曹期および開花期の花器と  

は異なり，－6℃に約1時間曝露させたが，凍結  

による温度の上昇は確認できなかった．しかし凍  

結試験後，果実の表面にまだらの染みの傷害の様  

子が確認できた（第24囲）．   

以上のようにニホンナシ花器の凍結過程の観察  

には，赤外線サーモグラフィが有効であることが  

示された．今回の実験において花菅期，開花期の  

花署削＝おいで凍結はがく片・花托周辺から始まっ  

ており，その後，花器全体に拡がっていくことが  

確認された．前章の凍結試験で示されたように花  

器において傷害を貴けた組織は，最初花托で確認  

きれ，その後，より低温に曝慮するにつれて胚珠，  

雌ずいや花弁，花柄に拡がっていった．Lたがっ  

て，凍結試験複の傷害の現れる様子と赤外線サー  

モグラフィから得られた熱画像の変遷から，水晶  

Tablel．The meanice nucIeation temperature of  

each or・gan dur王ngfreezing testin potted  

Japanesepeartre巳  

Temperaturewhen n   
free血gbegan  

StageノOrgans  

℃  

t5．6士0．3  12  

5．2± 0．4  呂  

－5．8± 0．2  昌  

一5－2 ±0．3  20  

5．2±0．1  70  

－6．0±0」2  4（I  

Ba1loon   

Petal   

Receptacle   

Pedun亡1e  

Openflower   

Petal   

Receptacle   

Pedun亡Ie  

Valuesaremeans±SE．   

Fig，24．FreeEinginjury ofJapanese pear‘Kousui’  

2 days，after the freezing test．The  

damagedtissues spread fTOTn nOWer tO  

Peduncle（A）．The vi5ible spotty stain  

appearedoTltheskinofyoungfruit（B），   

はまず，がく片・花托の表皮上，またはその直下  

に形成され その後，胚珠を経由して雌ずいや花  

柄に伝搬していくことが明らかになった．   

助果期の凍結試験では，赤外線カメラにおいて  

色の変化とLての発熱の現象は検出できなかった  

が，果皮の表面に傷害の様子が観察できた．金周  

ら（2001）は甘果オワトウの過冷却した花芽が，  

凍結すること無く雌ずいが傷害を受けることを報  

告Lている．ニホンナシの幼異においても，同様  

な現象が花・果実において起こりえるのかもLれ  

ない．   

花器の異なる組織において，過冷却できる限界  

点はその表面積や体積にも左右され異なっている  

と予想される．しかし，モモにおける水晶形成と   
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0℃近くの高い温度でおこると報告している．  

Ashworth（1992）も達すぎる冷却速度は，過冷  

却の大きさを過大評価する恐れがあると指摘して  

いる．反対に水晶の形成は温度そのものに相関が  

あると仮定されるので，冷却速度はそれほど重要  

でないという意見もある（Lindowら，1982：  

Hiranoら，1985）．加えて低温環境下で赤外線サ  

ーモグラフィによって計測された表面温度は，熱  

電対での測定温度よりも低い温度を示すとの報告  

もある（宮下・米谷，1999）．   

ニホンナシ ■幸水’の花器において，雌ずいや  

子房は霜害に対しもっとも被害を受けやすい部位  

である（猪俣ら，1993；猪崎，1985）が，今回の  

実験から貴初に水晶が形成する部位はがく片・花  

托であり，またニホンナシの開花期のステージが  

進むにつれて，霜害に対する抵抗性は無くなって  

いく（小沢・本田，1955）が，花器の異なる器官  

の凍結開始温度は，ステージが違ってもそれほど  

変わらなかった．このように水晶の形成しやすさ  

と最終的な被害の大きさとの間に特に相関は見ら  

れなかった．このことはニホンナシ ■幸水’の花  

器においては，それぞれの組織の氷桟活性と低温  

耐性の間に明確な関係がないことを示唆するもの  

である．   

今回の実験から，花托周辺で水晶が形成される  

ことが推定されたが，ニホンナシ‘幸水一 の霜害  

にあった花は，花托の表皮の下に空清を持つこと  

が多かった．クランベリーでは葉の表皮表面で形  

成された水晶が気孔を通って体内に侵入L，果実  

表面では，ていあ部の蜜腺の跡から侵入して，乗  

や果実の凍結が始まる（Workmasterら，1999）．  

ニホンナシでは水晶形成が表皮の上なのか，その  

下なのかは判断できなかったが，第2章で示した  

ように，低湿試験により褐変した組織は初め胚珠  

にあらわれ，その後雌ずいに拡がっていくことも  

あわせると，水晶は花托周辺でまず形成され，胚  

珠を介して雌ずいまで伝搬していく可能性が考え  

られた．   

その伝搬についての報告によれば，花箸別こおいて  

形成された水晶は直ちに枝を伝わり，最初の単一一  

の凍清規象が開花しているモモの結果枝全体の凍  

結の引き金になる（Wisniewskiら，1997）こと  

が示されており，水晶が形成された組織が必ずし  

も過冷却する能力が低いとは限らない．しかし，  

今回の実験においては，枝を経由しての花の基部  

からの水晶の伝搬は確認できなかった．これはニ  

ホンナシの花はモモとは異なり，かさ状の寵状花  

序であり，水晶の移動は花序の遠いにより異なる  

ことが考えられた．Carterら（2001）は，クロフ  

サスグリの小花柄における凍結の発熱はとてもわ  

ずかであり，解放された熱はすぐに霧散すると報  

告している．今回の実験においても，最初の小さ  

な氷結の形成を見逃してしまったことも考えられ  

る．   

また，今回の実験では鉢植えしたポット植樹を  

用いたため，開花期の花が着生しているモモの切  

り枝を用いたWisniewskiら（1997）の結果と異  

なったことも考えられる．月山5Jau血月の切り取  

った菓において凍結試験中，明瞭で急激な発熱が  

確認されたが，無傷の植物体の葉や茎では明確な  

発熱はみられない（Boorseら，199如 ことから，  

ポット植樹は切り枝に比べ，氷．晶の侵入が難しい  

と考えられる．ニホンナシ‘幸水’においても，  

花そう問および花そうの中で傷害を受けた花と受  

けない花が混在したことから，モモの花芽  

（Quammeら，1995）ヤクロブサスグl）花器  

（Carter，1999）の凍結や傷害のパターンに関係  

するとされている，水晶の伝搬を防ぐ障壁がニホ  

ンナシでも存在する可能性が示された．クロフサ  

スグリでは，凍結した花柄と除接している小花柄  

が，過冷却し続けた現象も確認されている  

（Carterら，2001）．   

もう一つの要田は速い冷却速度である．今回の  

実験において予冷した樹体を－6℃の低温庫に移  

動させたが，約10分間で汀6～4℃まで低下し，  

Wisniewskiら（1997）の実験に比べ，速い冷却  

速度であった．Kakuら（1980）はツツジの冬芽  

における小花を用いた凍結試験において，冷却速  

度が遅いときよりも早いほうが，凍結時の発熱は  
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位ごとに20個体ずつ測定Lた．0．3℃で温度平衡  

させた後，1．0℃ずつ段階的に温度を下げていっ  

た．温度を下げ始めてから25分間，設定した温匿  

で平衡させ，その後，水が凍結している試験管の  

数を数えた．50％の試験管が凍結した温度を氷桟  

活性とLた（第25国）．凍結Lたサンプルはオー  

トクレープ（121℃，20分）で加熱した後，クリ  

ーンベンチ内で減■菌水を取り替え，再び氷核活性  

を御宝した．また花器の各器官の乾物要も測定し  

た．  

4－3－2 結果及び考察  

1999年の故における外部鱗片，内部鱗片および  

新梢における氷横活性は，小花および包菓に比べ  

4－3 ニホンナシ‘幸水’のハードニング・デハ  

ードニングに虫ける水根活性の変化  

43－1材料および方法   

氷償活件の測定は，Ishikawaら（2000）の方法  

に従って行った（第25図）．供試植物としては，  

筑波大学農林技術センター内で栽培されている花  

菅研から効果期のニホンナシ品種‘幸水’の新梢  

および花芽を使用Lた．新柄（一年生枝）は節の  

部分を除き，0．5cm長に切り，花芽は外部鱗片  

（OS），内部鱗片（IS），小花（FL），包棄（BR）  

の各部位ごとに分解し（第2岡），試料とした．  

それぞれオートクレ門プをかけた減帝水2mlと  

ともに試験管に入れ，40％ポリエチレングリコー  

ルを満たLた凍結試験用のパスに設帯した．各部  

A  
autoc垂aveddisモ川ed佃aモer  

diss色C短dsample  

The†ubes  Were eqUi他「a旭d atO．30C  
ibath containing40％po吋ethyEenegFycolinwaterbefore  
beingcooledjnastepwisemamerbyanl．OOCdecre－  
menls10－2（〕qC．  

Tempe「alu「畔C）   

F短．25．1ce nucleation assay．The tubes were equilibrated at D3℃‡n a refrigeration bath  

COntainlng40％polyethyleTleglycolinwaterbefDrebeingcooledinastepwisemannerby  

an川℃decremeTltS tロー20℃（A〉．The tubes were a1lowed to equilibrate ateach  

designatedtemperaturefor25min．andthenumberoftubesfTOZenWaSdetermined口礼  

Ice nucleation activity口貰A）was calculated as the temperature at which50％oftubes  

W巳re血tnzen（C）．   
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高い値であった（第26囲）．鱗片の水域活性は軟  

から春にかけて－4～－6℃の間でほぼ一定の値で  

あった．それに射し，小花，包菓ではハードニン  

グ期である10月末から2月にかけて，それぞれ－  

12，6℃から6．0℃，一10．4℃から－5．6℃と急激に  

活性が上昇した．2000年もほほ同様の傾向であっ  

たが小花，包葉における氷桟活性の上昇の時期が，  

前年よりも早まっていた．この年次の違いは，実  

験年度の気温の違いによるものだと考えられた．  

また，気温が上昇し低温耐性が減少するデハード  

ニング期に，測定したいずれの部位についても厳  

冬期とほぼ同程度の高い氷積活性を保っていた．   

細菌による影響を除外するため，オートクレー  

ブ後の氷稼活性も測定したところ，枝において測  

定期間中わずかに低下した（第26図）．また，小  

花では測定開始した秋季においては，オートクレ  

ーブ後の氷横活性が約1．8℃低下Lたが，ハード  

ニング後はその差が約1℃に縮まっていた．鱗片，  

包菓において明らかな低下はみられなかった、こ  

れらのことから，ニホンナシの花芽においても氷  

傾活性細菌による影響だけでなく，植物の組織に  

よって，その活性にも差があることが示唆された．  

オートクレープ後，枝において水棲活性が低下し  

たが，これは試料の大きさが他の部位に比べ大き  

かったため，オートクレープにより組織が破壊さ  

れた際に漏れだした溶質が影響し，滅菌水を一回  

Non－Autoclaved  Autoclaved  

Fig．26．SeasDnalchaTlgeSinicenucleat10naCtivity（INA）beforeandafterautoelavedofone－year－Dldtwigor  

a wLnter bud component tissue：Outer SCales（OS），inner scales（lS），florets（FL）and bracts（BR）  

dissectedfromwinter buds ofJapanese pear‘KousuL’1n1999－2001．INA wasmeasured using the  

tube nucleation assay with a totalof40samples．TheINA were caleulated as the temperature at  

Which50％oftubeswerefrozen．AutDClaved：SuPpOSedtobeellmlnatedtheaffectofbacteria．   
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取り替えただけでは不十分だったのかもLれな  

い．小花において，ハードニングにつれてオート  

クレープ彼の氷榎活性の低下が少なくなったの  

は，小花に存在する水橋活性物質が熱により変成  

Lにくくなったと考えられた．   

この実験において鱗片では，小花に比べ氷梓活  

性が比較的高かったことから，より水晶形成を効  

率的に行う水橋物質が存在していると考えられ  

た．Prestonら（1986）は，水晶の形成温度と組  

織の重量間には対数関係があると報告Lている．  

小花や包葉の乾物重は鱗片に比べ小さく，このサ  

ンプルの大きさが過冷却や水晶の形成に影響を与  

えた可能性も考えられた（第27国）．しかし，そ  

の大きさが他の組織に比べ著しく大きかったが，  

桂における水橋活性はそれほど高いわけではな  

く，組織における質的な氷標活性の違いもあると  

考えられた．   

多くの植物で花芽内の小花の細胞は細胞外凍結  

する能力に乏しく，卵胞内凍結を起こしやすい．  

LかL，凍結している周囲の組織からの水晶の連  

鎖的な形成を防ぎ，器官ぐるみで器官内の水分を  

外部に水晶として析措きせ，凍結脱水を促進させ  

る器官外凍結をLている（酒井，1982）．示差熱  

分・析の結果から，ニホンナシの花芽は器官外凍結  

を行わないと考えられてきた〔Rajashekarら，  

1982）．しかしKangら（1998）はニホンナシの花  

芽でも花芽は器官外凍結を行い，小花を過冷却さ  

せ低温傷害を回避していると報告している．本実  

験では厳冬期の2月に，花芽のついた枝を－2℃  

／hで温度を下げていき，凍結させると比較的氷模  

活性が高い慣であった鱗けの間や包乗の周囲に水  

晶が形成されているのが観察できた〔第2呂図）．  

しかし，小花の細胞が細胞外凍結を起こLている  

のか，または花芽が辞官外凍結することにより小  

花が過冷却Lているのかは判定できなかった．   

氷横形成の安国としては内的および細菌など表  

面に着生している外的要田が考えられており，越  

冬植物において観察きれる氷横瀞性は，それらを  

合計した氷横の形成しやすさとLて表されている  

（Brushら，1994）．今回の実験においては，棉物  

の組織自身が紳胞壁ヤ細胞内に存在する内生の氷  

7
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Fig．27．SeasonalchangesiTldryweightofawinter  

bud eomponent tissue：Outer SCales（OS），  

inner scaIes（IS），florets（FL）and bracts  

（BR）dissected from wirlt巳r buds of  

JapanesepearLKousui’in1999－2000．   

Fig．28．A winter flower bud exposed to  
Subfreezing temperature，Iee erystals  

werelocatedin the space between  

norets aTldlコraCtS andlVithin scales  

WhereINAwasfairlyhigh．  

横活性なのか，氷核活性細菌などの外生の要因に  

よるものなのかは完全には区別できなかったが，  

ニホンナシの花芽はハードニングにともない，′ト  

花や包葉において水棲活性の上昇がみられ，氷核  

活性が花芽の低温による傷害に大きく関与してい  

ることが明らかとなった．Lかしデハードニング  

中でも，花芽の氷横活性は高い活性を維持Lたこ   
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とから，低温耐性，氷核活性の間の関係は必ずし   氷棟活性の測定は前節と同様に行った．供試植  

も直接的ではなく，多くの複雉な機構を含んでい  物は，筑波大学農林技術センター内で栽培されて  

ると考えられた．  いるニホンナシ品種‘幸水’の花器を用いた．開  

花期の花器を花弁，雄ずい，雌ずい，花托，がく  

4－4 二ホンナシ‘幸水，花器の水棲活性  片，花柄に分解し，オートクレープ前後の氷核活  

性を測定Lた（第29囲，第2表〕．またそれぞれ  

Petal  Sta汀1en  Pistil  

も4－1材料および方法  
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Fig．29．Comparison of王ce nucleation activity as expressed by frozen tube numbers before and after  
autoelavingassayofpetals．stamens，and pistils，reCePtaeles（includingovules），SePalsandpeduTICles  
dissected from鮎wers ofJapanese pear LKousuiつ．A totaエof80tisslユe SamPles were used each  
experiment，  

Table之Ice nucleation temperature ofpetals．stamens，Pistils．receptacles，Sepals and peduncles d呈ssected  

from加wersofJapanesepear‘K（】uSui’．  

Icenuc】eationact晶b（℃I  Init．ialicenucl巳ationtemperature（℃）  
Autoc王aved  Non－Autoclaved  Non＿Autoclaved  Autoclaved  

一10．1±0．4b  

－14．1±0．9c  

－13．9±1．2c  

一説4±0．2ab  

6．9±0．1a  

一邑．2 ±0．4ab   

－12．7±0．3ab  

－14．7±1、Ob  

－15．4±1．4b  

－10．2 土0．6a  

－1（1月 ±0．3a  

－10．3 ±0．7a  

－9．8±0．7ab  

－11．5士0月b仁  

13．0±0．7c  

一呂．3 ±0．5a  

－9．3±0．5ab  

－7．8±0．4a  

Petal  －7．3±0．3a  

Stamen  －11．3±0．9b  

Pistil  －10．8±0，4b  

Sepal  －6．呂±0．Oa  

Receptacle  －6．呂±0．Oa  

PeduTICle  －7．3±0．6a  

Meansindicatedbydifferentletterswithinacolumnaresigni丘cantlyd王fferentby  

TukeyLKramertest（p＝0．05）．Valuesaremeansoffourreplications ±SE．   
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Table3 Comparison of fesh and dry welght among fLower  

COmpOnentS Ln：Petal，Stamell，pistil．receptacle．and  

peduTICleof‘Kousui’J且PaneSepearflower  

Freshwe王ght（mg） Dryweight（mg）Watercontent（％）  

Peta1  16．32 ±0．91  

Stamen  l、11±0．05  

PIStil  O．53±0．03  

Sepa1  10．24±073  

Receptacle  47．10±5．59  

Pedunele  55．75±319  

2．07±0．11  

0．20±0．01  

0．02±0．00  

1．51±0．10  

6．91±0別〕  

6－84±0．61  

87．3 ±0．2  

81．7±0．7  

96．6±0．7  

85．2 ±0．3  

854±0．4  

呂78 ±D6  

ValuesaremeansofsixreplicatlOnS±SE．  

の乾物重も測定Lた．氷桟活性の測定はそれぞれ  

の器官を20個体ずつ，4反復行った．  

4－4－2 結果及び考察   

ニホンナシ 一幸水’の開花期の花器においての  

水根活性は，雄ずい－14．1±0．9℃，雌ずい－13．9±  

1．2℃と非常に低かったのに比べ，花托，がく片，  

花柄はそれぞれ，一6．9±0．1℃，－8A±0．2℃，－  

8．2±0．4℃と高い活性を示した（第2表）．高い水  

橋活性を示した花托やがく片は，雌ずいや雄ずい  

よりも，より効果的に氷嶺を形成する物質を含ん  

でいると考えられた．雌ずいや雄ずいの乾物重は，  

花托やがく片に比べ非常に小さく，前述したよう  

に質量や大きさの違いが，氷核の形成や過冷却に  

影響を与えたかもしれない．しかし，乾物垂の大  

きい花托とがく片でも，氷概括性は同程度であり，  

組織における質的な水根活性の違いも重要である  

と考えられた（第3表）．水棲活性が比較的高か  

ったがく片・花托は，IRカメラでの観察〔第4章1  

節）でのように，凍結試験中，花器の中で最初に  

凍結が始まる部位であり，ニホンナシ‘幸水ナ 花  

器の凍結様式に，氷横活性が大きく関与している  

ことが示唆された．オートクレープ径の氷核活性  

は，雄ずいを除いてすべての器官において1．5～  

3．3℃低下した．しかし，がく片，花托，花柄は  

約－10℃と雄ずいや雌ずいに比べ氷核活性が高く，  

氷核活性細菌による影響だけでなく，植物の各器  

官由来の活性にも差があることが示唆された．   

一方，水域活性がともに低かった雌ずいと雄ず  

いは，低温耐性の強きは前章で示したとおり，両  

者間で大きく異なっており，雌ずいがもっとも弱  

い部類に入るのに対し，雄ずいは比較的低温耐性  

が強かった．そのため雌ずいが低温環境下で傷害  

を受けやすいのは，雌ずい自体の氷核活性の影響  

よりも，すでに凍結した部位からの水晶の連鎖的  

な形成により，雌ずいでも凍結が起こり，その結  

果傷害が発生してしまうことが考えられた．また  

過冷却中の代謝の異常など，他の機構による要因  

も推察された．氷横活性が高い花托やがく片は，  

花器の中でも凍結しやすい性質をもっており，前  

章で示したように凍結試験時にも傷害の兆候が最  

初に現れるが，その程度は比較的軽微であった．  

このことはこの芹官が水晶を形成しやすい性質と  

ともに，比較的高い低温耐性を持っていることを  

示している．Carter（1999）が報告しているよう  

に，氷晶の伝搬を防ぐ障壁が無い場合は，最初の  

単一の凍結現象が次々の隣超する部位に水晶は連  

鎖的な形成していく．したがってがく片や花托で  

形成された水晶が連鎖的に形成きれ，組織間を伝  

わっていき，氷櫻活性は低いため過冷却しやすい  

が，低温耐性も弱い胚珠や雌ずいに敦命的な傷害  

を与えてしまうのかもしれない．   
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示し，また傷害刺激やストレスのシグナル伝達物  

質とLての役割も報告（Seoら，1999）されてお  

り，また低温傷害がメチルジャスモン酸処理で緩  

和（Wang・Buta，19g4；Gonzalez－Aguilarら，  

2000：Dingら，2001，2002）されており，ニホン  

ナシの花器における低温ストレスに対－しても有効  

に働く可能性が考えられた．そこで，本草ではジ  

ャスモン醸処理（PDJ，n－PrOpyl曲ydrcjasmonate））  

による晩霜菩回避が可能であるかどうかについて  

検討Lた．  

5－2 相料廟よび方法   

供試植物は，筑波大学農林技術センター内で栽  

培されている20年生ニホンナシ‘幸水■ 成木の花  

器と幼果を用いた．1999年4月9日（展葉期），  

4月15日（花蕾期）に開花前の発育枝単位に，  

PI〕J水溶液（5およぴ50ppm）を表面が全体的に  

滞れる程度にハンドスプレーで散布処理Lた．そ  

の後，花器または幼果を1999年4月18日（花菅期），  

4月21日（満開閉），4月30日（幼果期）に採取  

し，実験材称とLた（第30岡）．凍結試験は第2  

章と同株に行った．すなわち採取Lた花器や劫果  

をポリエチレンの袋に入れ，5℃，0℃でそれぞ  

れ30分ずつ予冷した後，5℃／hの冷却速度で－  

5℃まで冷却Lた．－5℃に達Lた時点ですぐに取  

貰5章 ニホンナシ‘幸水，の花器お  

よび幼異におけるジャスモン  

酸関連物質PDJ（n－PrOPyI  
dihydrojasmonate）処理による  

晩霜害回避の可能性   

5－1緒言   

第3章の結果により，ニホンナシの花器おける  

霜害は，水晶の形成とその伝搬が主な原岡と考え  

られた．低温耐性がない輯物の細胞や組織は，致  

命的な細胞内凍結Lやすく，そのため低温により  

傷害を受けやすい．ニホンナシの花器もデハード  

ニングが進み，開花が近づくにつれて水分含量が  

増えるにしたがい，細胞内の溶質（主に糖）が減  

少するにともなって，低温耐性が減少して行くこ  

とが第2章おいて示されている．また，ニホンナ  

シの花器においては，花器における生体膜脂質中  

の不飽和度が低下するにつれて低温耐性が低下す  

るとも報告されている（Liaoら，1997）．   

霜害の回避や軽減は果実生産における重要な課  

題であり，危険地での栽培を回避し，被害に遭い  

にくい品種や樹種の選定などの栽培的対策が苦か  

ら行われてきた．また霜害発生の予報をもとに送  

風法や被覆法，氷結散水法，燃料饉などの徴気象  

の調節による防止法が，農家において一般的に行  

われている．Lかし，晩霜の発生は自然現象であ  

るために，完全に防ぐことは国難な場合が多い．  

植物成長調節物質による被害の軽減を目的とした  

研究も行われているが，まだ確実な効果を期待で  

きるまでには至っていない（小林，1985）．   

これまでストレスに関与する植物ホルモンとし  

てアブシジン酸（ABA）が広く研究されており，  

外生的なABA処理よって低温耐性を賦与できる  

ことがシロイヌナズナ（Mantylaら，1995），牧  

草の一種であるチャヒキ（Ishikawaら，1990：  

Taninoら，1990：Ishikawaら，1995）などで知ら  

れている．しかし，ABAがどのような機構によ  

って低温耐性を賦与Lているかについてはあまり  

分かっていない．一方，植物成長調節物質の一つ  

であるジャスモン簡は，ABAと似た生理作用を  

Bal100∩  

Ful‖コ10ロm  Young fruit 

Fig・30．Growth stages of tKo11SuiIJapanese pear：  

Pink，balloon，fu11bloomandyoungfruit   
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り出し，0℃で融解し，5℃で一晩おいた彼の電  

解質漏出量と褐変の程度を測定し低温耐性を評価  

した．褐変の程度は0から3までの4段階（0一  

褐変部無し，1一胚珠，雌ずいが褐変，2一花払  

花柄まで褐変，3－全体が褐変）であらわした．  

2本の成木から採取した花そうはそれぞれ処理区  

ごとに，花そうから3～4香花を選び，電解質漏  

出率，褐変の程度ともに6花ずつ測定を行った．   

また，2000年には4月16［］〔花蕾期）にPDJ溶  

液（5ppm）を散布処理し，3日彼の4月19日に  

結果枝ごと花器を採取し，凍結試験を行った．採  

取した結果枝は3花そうずつになるよう分断L，  

乾燥を防ぐため切り口にシリコンオイルを塗布  

し，氷とともにポリエチレンの袋に入れた．その  

後アルコールバスに設置した広口の試験管の中に  

入れた．その後5℃，0℃でそれぞれ30分ずつ予  

冷した後，2℃／hの冷却速度で一3，5，－7℃  

まで冷却した．設定温度に達した時点で，それぞ  

れ水中で1時間，ゆっくりと融解し，5℃で←週  

間おいた後，花器を花弁，雄ずい，雌ずい，花托  

（がく片，胚珠を含む），花柄に升解し，前述と同  

様，電解質漏出寧は各処理区ごとに3サンプル，  

褐変の程度は10サンプルずつ測定を行い，低温耐  

性を評価した．   

内生成分については凍結試験と同様の試料を遊  

離アミノ酸，糖，内生ABAについてそれぞれ測  

定した．測定方法は第2章3節で述べたとおりで  

ある．   

実験に用いたPDJは植物体内でジャスモン醸と  

同様の生理作用を持ち，化学的に安定であるため  

圃場での処理に適しており，そして多くの場合  

ABAよりも低濃度でより高い効果を示すと考え  

られている（竹内・禿，1997：Gemma，2000）．  

5－3 結果および考察  

1999年の凍結試験の結果を第31囲に示した．  

PDJ処理区は対照区に比べ，褐変の程度および電  

解質漏出率ともに低い備に抑えられた．花辞全体  

での電解質漏出率は，花菅期の対照区で37．9％に  

対し，PDJ処理区の平均値は16．6％であった．同  

様に満開期においても，PDJ処理は電解質漏出率  
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Bal100n Fulrb10Om YoungfruIt  
（1⊆将9Ap「18）（1999．Apr23）（1999・Ap「30）  

［］Cont．  EL4／15PDJ5ppm  
□4／9PDJ5ppm  Eヨ4ノ1SPDJ50ppm  
田4／9PDJ50pp叩  

Fig．31，rn］uryind巳Ⅹandionleakage（％）ofPDJ  
treated幻orets of LKousui’exposed to  

5℃forlhln1999．Freezinginjurywas  
rated on a scale of O to3where O＝nO  

injury．1＝OVuleandpistilwere damaged，  
2＝damage spread to receptacエe and／or  

pedunele，3＝flower damaged completely  
VerticalbarsrepresentS．E．（n＝6）  

を73．1％から47．8％に抑えた．すなわち，PDJ処  

理が開花期の花器における低温に対する耐性を高  

める傾向が認められた，しかL，PDJ処理濃度や  

処理期の間に，一定の傾向を見出すまでには至ら  

なかった．花菅期（4月1呂日）の試験においては，  

4月9日のPDJ5ppm散布処理で褐変が抑えられ  

ており，効果の高いことが何えた．また，満開期  

（4月21日）においては，4月15［］のPDJ50ppm  

散布処理区が最も効果があった．なお，幼来期  

（4月30日）においては対照区，処理区の間に有  

意な差は認められなかった．これが生育ステージ  

の違いによるものなのか，それともPDJの処理時   
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菅期，満開期の花器の構成静官ごとの電解質漏出  

率を第4表に示した．特に満開期のPDJ処理した  

花托と花柄において，－5℃の凍結試験後，  

52．6％から22．3％，40．0％から19．6％へと，電解質  

漏出率が減少していた．同様に褐変についても，  

花膏期および満開期ともにPDJ処理は全体的に傷  

害を抑える傾向であった（第32囲）．前章で述べ  

たように，凍結試験において，まず花托の表皮の  

下に空洞ができる浮き皮がおこり，胚珠や雌ずい  

において褐変の傷害がみられ，温度の低下ととも  

に花柄などにも傷害が拡がっていった．ニホンナ  

シ‘幸水’の花器の各構成器官は，それぞれ凍結  

に付する感受性が異なると考えられたが，PDJ処  

理は全体的に花器の低温耐性を高め，低温傷害を  

緩和した．   

以上のように，ニホンナシ‘幸水● の花器にお  

ける低温の被害は，PDJ処理によって蔵和される  

傾向にあった．  

遊離アミノ酸・精舎呈   

ニホンナシ‘幸水’の花器の遊離アミノ酸含量  

を第5表に示した．第2章2節で示したように11  

種のアミノ酸について検出，同定できた．PDJ処  

理は花（花弁，雄ずい，雌ずい，がく片，花托を  

含む花柄を取り除いたもの）および花柄において，  

明らかにプロリン含量を増加させた．特に花にお  

いては対照区で4．841上M／gFWであったのに対し，  

PDJ処理区においては8．82JLM／gFWと約2倍に  

増加した．反対にアスパラギン酸，グルタミン醸，  

フェニルアラニンは，PDJ処理により減少した．  

期によるものなのかは，今のところ不明である．   

2000年の凍結試験，すなわち開花期における花  
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Petal Stam即  PistilRecE！PtaCle Ovule Pedunde   

Fig．32．Effe亡tSOfPDJTtreatmentOninjuryindexof  

flower component organs；petals，StamenS，  

pistils，reCeptaCles（incl11ding sepals），OVuLe  

andpeduncleof‘Kousui’in2（氾0．Floretsat  

balloon stage were exposed to－7℃（A）  

andin fuLlbloom to －5℃（B）．Freezing  

injurywasratedonascaleofOto3where  

O＝nOin］ury．1＝Water SOakedand slight  

browning．2＝mOderate browning．3＝the  

Organ WaS COmpLetely damaged．Vertical  

barsrepresentS．E．（n＝10）  

TabLe4．ComparisonofcoldtoleranceamongdiEerentpartsof‘Ⅸousul’Japanesepear80WeraSeXpreSSed  

byionleakage（％）．  

Ionleakage（％1  

Treatment  Petal  Stamen  Pisti1  Receptacle Pedunde  

Bauoonstage ConL  35．7±17  31－7±4．0  62．3±14，9  87．1±11．9  80ヱ±3・3   

at－7℃  pDJ5ppm 19．1±3．9 1S．8±2，1 43▲8±75  74・5j＝14・0  
1S  

－●  NS  

Full bloom cont．  22．4±3．7  40．8±8．1  31．9±3．4  52．6±10．4   

at－5℃  pDJ5ppm  21，1±1，7  28，2±6・1 26・畠±5・9  22・3±6・呂  

NS  NS  NS  榊  

76．5±9．9   

NS  

4且0±且1  

19，6± 32  

NS．．．．－．NonsigniLcantorsigni五cantatP＜0．05，0，01byStudent’st－teSt Petals，StamenS，Pistils，reCeptaCles，  

and ped11nCledissectedfrombloDmingflowers．Ⅴaluesaremeansofthreereplications ±SE・   
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花柄でほグリシンとアラニンが減少した．   

第6真に示すように，1999年のPDJ処理はニホ  

ンナシ‘幸水’の花器，特に花（花柄以外の部位）  

において明らかに糖含量を上昇させた．すなわち  

ソルビトールは0．79mg／gFWから6月1mg／gFW  

へ，スタロースは3．99mg／gFWから20上張rn釘gFWへ  

上昇した．花柄部では花よりは顕著ではなかった  

が，同様に糖含量がPDJ処理により上昇する傾向  

があった．   

次に花器の各構成器官は，それぞれ凍結に対す  

る感受性が異なるので，第7表が示すように花器  

の構成部位ごとの糖含量を調査した．測定したい  

ずれの器官においても全糖含量は，PDJ処理によ  

って増加する傾向を示した．特に花托（胚珠，子  

房を含む），雌ずい，花柄において，明らかに全  

糖含量が上昇Lた．個々の部位でみると，PDJ処  

理によってスタロースが雌ずい・花柄で，グルコ  

ースは花托において明らかに増加Lた．花弁にお  

いてはフルクトースが上昇し，ソルビトールは雄  

ずい，花托において増加Lた．第3章で示したよ  

うに低温試験における傷害を受けやすかった雌ず  

い，花托（胚珠を含む）では全糖含量，ソルビト  

ール，グルコース含量が他の部位に比べ低かった  

が，PDJ処理は雄ずい，花托で全糖含量を明らか  

に増加させた．特に花托においては，グルコース  

が7，10mg／gFWから14．20mg／gFWと2倍になっ  

ており，ソルビトールも明らかに増加した．   

ストレス条件下での植物では，ある種のアミノ  

Table5，Effect of PDJtreatment on free amLnO aCid  

COntent OflKousui’Japanese pearflower at  

bauoDnStage．  

Freeaminoacidcontent（JLM／gfreshwt）  

FIower  Peduncle  

ContPDJ5ppm ConLPDJ5ppm  

Asparaticacid 3．22  2，33  

GLutamicacid  4．94  3．6呂  

Proline  4．糾  8．82  

Glycine  O．詣  0．26  

Alanine  O朗 1．27  

V出ine  O烏1 0．65  

Isoleuclne  l．09  0．94  

Phenylalanine O51 0．39  

msbdjne  O．63  0．43  

Lysine  O．16  0．11  

Ar騨nine  O．75 1．27  

Total  18，〔ゆ 20．15  

2．69  3．18  NS  

暮   2．69  2．75  NS  

O．16  0．23   －■  

NS O．99  0ヱ9  

NS l．朗＝  仇77   ●  

NS O．72  0．48  NS  

NS O．57  0．27  NS  

O．54  0」22  NS  

NS O．43  仇15  NS  

NS O．14  D．04  NS  

NS O24  0．14  NS  

NS ll．26  乳51  NS  

NS∴■－．Nonsigni丘cantorsigni丘cantatP＜0，05，001byStudent■s  

t－teSt．Ⅴaluesaremeansoffourreplications．  

Table6．EffectsofPDJtreatmentonsugarcontentofLKousui’Japanesepear  

Sugercontent（mg／gfreshwt）  

Treatment  Fructose  Glucose  SorbitoL  Sucrose  Total  

Flower  ConL  O．20±0．06   0二鵠±0，05   0，79±0，14   3β9±0．76   5．27±0．98  

PDJ5ppm l，〔略±0ヱ8   2．4g±0．51  6．81±0．17  20．56±3．99  30．93±4．59  

Peduncle  ConL  O．22±0．04   0．37±0．07   2．64±0．36   5．69±1．74   鼠16±234  

PDJ5ppm D．49±013  1．86±0．41  4．54±1．32  11．08±3．56  17．97士4．32  

NS  NS  NS  NS  

NS．■．’－／”．Nonsigni丘cantOrSigni丘cantatP＜0．05．0．01，0，001byStudentlst－teSt．  

VaLuesaremeansoffourreplications ±SE．   
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Table7．EffectsofPDJtreatmentDnSugarCOntentOf‘Kousui，Japanesepearflowerin2001．  

Sugercontentlmg／gfreshwt）  

Treatment Raffinose Sucrose  GLucose  Fructose  SDrbitoI  TDtal  

Petal  Cont，  1．宣姓±0．48  1．87±0．35  

PDJ5ppm D．95±0．24  5．07±1．94  

ⅣS  NS  

Stamen Cont. l．72±0．38  6．65±0．56  

P】〕J5ppm l．64±0．47  5．36±1．（氾  

NS  NS  

Pistil  ConL  l．5¢±0，16  

PDJ5ppm 3．22±0．97  3．64土0．45  

10．34±0．56  2125±0，41  

16．28± 3．51 24．50±1．37  

NS  

8．g3±1．21  7，51±0．49  

13．18±3．47 10．41±1．57  

ⅣS  ⅣS  

9．32±1．09  6．風5±1．01  

12．6畠±1．66  8．48±1，03  

10．30±0．43  45，29±1．19  

10．68±0．92  57．〔旧土 6．（氾  

NS  NS  

2．98±0．39  27．51±1．12  

4，40±0，28  34．72 ±6，10  

NS  

3．34±0．53  2107±2．41  

3．≦婚± 0．74  31．42±3．22  

NS  NS  NS  

Sepal Cont＿  

PDJ 5 ppm 

Receptacle Cont，  

PDJ 5 ppm 

Peduncle Cont＿  

PDJ5ppm  

0劇〕±0．08  2．45±0．69  

2．24±0．76  2」き9±仇42  

NS  NS  

O．69士0．21  3．31±0．42  

0別．±0．15  4月4±0．75  

NS  NS  

l．00±0．18  1．29±0．33  

2．59±0．94  2，51±0．11  

NS  

12．09±0．74 11．64±0．60  

15．21±1．96 11．45±0．60  

ⅣS  ⅣS  

7．10±0．43  6．37±0．78  

14，20±1．65  8，49±1．01  

－’  NS  

5月0±0．44  3．88±0．32  

9」う4±1．76   4．呂1±0．47  

12．03土0．46  3且71土1．呂3  

11．03±0．76  42．34± 3．14  

NS  NS  

5．21±0．34  22．46±1．23  

6．27±0．28  33．54± 2．37  

17．93±1．26  29．57±1．35  

17．49±1．04  36．50±2．21  

NS  ⅣS  NS  

NS∴●●．Nonsignificantorsign述eantatP＜0．05，0．01byStudent’st－teSt Valuesaremeansofsixreplications ±SE．  

酸含量が増加することが報告されている  

（Kozukueら，1984；SzaJaiら，1997）．高等植物  

におけるアミノ酸の集積が，ストレス反応なのか  

は不明であるが，この溶質の集積は浸透圧を調節  

していると考えられている（Bohnertら，1995）．  

カンキツの集中において低温処理の間，プロリン  

含量は上昇し（Kushad・Yelenovsky，1987），  

また低温処理したトウモロコシでは葉のアミノ酸  

含量が増加している（Szalaiら，1997）．また，  

プロリンは水に非常に溶けヤすく，高い凍結防御  

作用を持っていることが知られている  

（Withers・King，1979）．   

糖もアミノ酸同様，低温耐性に大きく関与Lて  

いることが知られている．糖の中ではグルコース  

が最も凍害防御効果が高く，ソルビトール，ラフ  

イノースも高い効果を示す（酒井，1982）．今回  

の実験においても，低温試験によって傷害を受け  

やすかった雌ずい，花托，胚珠において，ソルビ  

トール，グルコース含量が他の部位に比べ低く，  

全港含量も比較的低い借であった．一方，花器に  

おいてはソルビトール，グルコースがPDJ処理に  

より増加した．ソルビトールはプロリン同様，細  

胞内で浸透圧を調節する働きのある適合溶質（中  

村・高倍，1999）として役割を担っている．  

Sasakiら（199釦 によれば低温耐性の変イヒに伴う  

水ストレスが低温馴化，脱馴化中の糖含量の変化  

と関係しているという．   

果樹の花器が氷点下の低温に遭遇L場合，花器  

は過冷却することで生存することができる  

（Carterら，1999）．エテホン処理したモモ花芽は  

雌ずいのソルビトールおよびスタロース含量が増  

加し，その結果，低温耐性が賦与された  

（Durner・Gianfagna，1991）．本研究におけるニ  

ホンナシの花器においてもプロリン，ソルビトー  

ルおよび全糖含量がPDJ処理により増加Lた．水  

溶性のプロリンやソルビトールなどの適合溶質の  

集積は細胞液の凍結温度を低下させ，植物の過冷  

却する能力を変化させるので，ニホンナシ花器に  

おいて過冷却により，凍結が回避された可能性が  

示唆された．また，凍結やそれに伴う脱水の際に  

も，原形質膜やタンパク質がこれらの溶質により  

保護（Sakai・Yoshida，1968；吉田，1999）され  

たかもしれない．PDJ処理は明らかに糖含量を増  

加させたが，全アミノ酸量はそれほど変イヒしなか  

った．したがってPDJ処理による低温傷害の題和  

は，アミノ酸よりも糖の影響が強く表れたと考え   
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ら，1995）．同様の結果は，牧草の一種であるチ  

ャヒキ（Ishikawaら，1990：Tanin0ら，1990：  

Ishikawaら，1995）などで得られている．   

低温試験後の傷害を抑制できたPDJ処理区の  

ABA含量は，対照区に比べ比較的高い傾向が示  

された．また，部位間で比較すると同一器官同士  

の比較では，傷害が少ない区ほどABA含量が高  

かった．ABA含量が高かったがく片では，あま  

り傷害の様子が見られなかったが，花柄に比べ  

られた．  

内生ABA含量   

開花期の花における内生のABA含量は，非常  

に微量で1999年には検出することができなかっ  

た．花柄においては花菅期から満開期とステージ  

が進むにしたがって，144．1ng／gFWから  

672．9ng／gFWとABA含量が増加した．PDJ処理  

は，花菅期では757，9ng／gFW，満開期には  

661，9ng／gFWであり，ABA含量を上昇させた  

（第8表）．   

また，花器の部位ごとに測定したところ，検出  

できた範囲では，PDJ処理はいずれの部位でも  

ABA含量を増加する傾向を示した．とくにがく  

片においては顕著であった．（第33囲）．   

低温耐性とABAの関与については，いくつか  

の植物の低温耐性を明らかに増加させ（Chen・  

Gusta，1983；Langら，1994），また低温順化処  

理によって低温耐性が高まるジャガイモの品種で  

は，内生のABAが増加L，低温耐性が高まらな  

い品種では内生のABAが増加しない（Cbenら，  

1983）．さらに乾燥処理はABA含有量を増加させ  

ることが知られているが，乾燥処理によってシロ  

イヌナズナは低温耐性が高まることが，Langら  

（1994）によって報告されている．低温処理の代  

わりに，外生的なABA処理によっても，シロイ  

ヌナズナの低温耐性が獲得されている（Mantyla  

（
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PetaL  SepaE ReceptacI8  PeduncIe  

Flg．33．EffectsofPDJ－treatmentOn ABA contents  

Offlower component organ：PetaLs，SePal，  

receptacles，and peduncle of’Kousui’in  

2000．NS．■．Nonsignificant or signifl亡ant at  

P＜D．05by Studentt s t－teSt．Verticalbars  

representS．D．（n＝3～5）  

Table8．Effects ofPDJtreatment on ABA contentin‘Kousui’Japanese pear  

flower at different stage鼠Flower（petals，StamenS，pistils，SePals and  

receptacle），frLuit andpeduncleweredissectedfromfLowerclusters．  

ABAcontent（ng／gF．W．）  

Balloon（1999．4－18）  FullblooTn（1999．423）Youngfruit（1999．430）  

Treatment  Flower Peduncle  Flower Peduncl巳 Flower Pedun亡Ie  

5203  1092、5  628．0  

205．4  20呂1．2  6658  

1141．5  7邑4．4   426．2  

駅）4．3  12531  284．9  

396」さ  1444．1  32呂．4  

Cont．  

4／9PDJ5ppm  

4／9PDJ50ppm  

4／15PDJ5ppm  

144．1  

479．2  

1252－7  

770．8  

4／15PDI50pprn  5291  

Signl丘cance  

day  NS  

concentration  1JS 

dayxconcentration L  

NS  NS  

＊  NS  

NS  

NS∴■● Nonsign泊cantorsignificantatP＜005．0．01byANOVA   
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ABA含量の高い花托では花柄よりも傷害を受け  

やすかった．このことから，花器の部位ごとに  

ABAに対する感受性が異なることが示唆され．  

部位間の低温耐性の差異は，ABA含量のみの一一  

元的な解釈では説明できないことが分かった．   

ABAは，果実を含む様々なシンク器官への，  

糖の蓄積を促進することが知られており（近藤，  

1994；小橋，1998；Kobashi，2000），またモモ  

果実においては，ソルビトール，フルクトース，  

グルコースの取り込みがABAによって，能動輸  

送・拡散の両方の経路で促進されていることが分  

かっている（小橋，2000）．したがって今回の実  

験においても，ニホンナシの花器においての糖含  

量の増加は，A月Aによる影響である可能性も考  

えられた．さらにメチルジャスモン酸処理したズ  

ッキーニ果実の外果皮では，対照区果実よりも高  

いABA含量であり（Wang・Buta，1994），同様  

にFDJ処理により内生のAI∃A含量が増加するこ  

とはカキ（Gemmaら，1998），ブドウ（東川，  

1998）で報告されている．したがって，PDJ処理  

は花器において内生⊥1BA含量を高める傾向があ  

ったので，PDJ処理の効果はABAを介して行わ  

れている可能性も高い．   

さらに，ジャスモン醍類はストレス反応におけ  

るシグナル伝達のカスケードで重要な役割を果た  

している．加えて，その生合成経路を考えるとジ  

ャスモン酸は原形質膜のリノレン酸から合成され  

る．細胞は低温にさらされると，生体膜の一部が  

液晶層からゲル層に転移する．この生体膜の相転  

移は膜の流動性を低下させ，膜透過性や膜タンパ  

ク質の活性に大きな影響を与える．生体膜の相転  

移温度は膜脂質の不飽和度に規定されている（三  

上・村臥1999）．このように脂質は，凍結時の  

原形質膜の安定性に大きく関与している．PDJが  

原形質膜を構成している脂質の状態を変更し，凍  

結時の膜の安定性に影響を与えたのかもLれな  

い．   

一方，第3章で示Lたように，花器における水  

晶の形成とその伝搬は，傷害の様子に大きく関わ  

っており，この凍結様式を制御することは，植物  

における低温耐性の重要な機構である．PDJ処理  

は溶質を増加させ，花器中の組織や器官における  

過冷却を促進し，さらに凍結脱水時に細胞膜を損  

傷から保護していると考えらた．またPDJ処理は，  

氷横形成の温度や水晶の伝搬する経j終に影響を与  

え，凍結様式を変更し，ニホンナシ‘幸水’の花  

器を低温による傷害から保護しているのかもしれ  

ない．   
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発になってくると，急激に低温に対する耐性が弱  

まった．また水分含量と低温耐性との関係を調べ  

たところ，水分含量の上昇と低湿耐性が減少し始  

める時期は，ほぼ一致しており，生体内における  

水分含量が低温耐性と関係Lていることが確かめ  

られた．Kangら（1998）がカキにおいて，芽の  

伸長量および水分含量と，低温耐性の強さについ  

て報告Lているが，今回得られた結果は同様の傾  

向を示すものであった．Lかし花芽とは異なり，  

横におけるジン皮部，材部については水分含量と  

低温耐性の間に明瞭な関係は確認されなかった．  

梅本ら（1999）はクリにおいて，枝水分および木  

部庄と芽の低温耐性の関係を調査しており，硬水  

分あるいは導管水の増加が，凍害を誘発する要因  

になっていると報告している．本実験においては，  

枝水分と枝自身の低温耐性の強さの問には，はっ  

きりとLた相関はみられなかった．しかし，花芽  

の低温耐性の低下は枝，特にジン皮部における水  

分含量の上昇に遅れて起こっており，根からの吸  

水が活発になり，樹の上部に水が送られるように  

なると，花芽における低温耐性が急激に失われる  

ことが示唆された．   

花芽が萌芽し，花が開花する時期においては，  

低温により著しい被害を受けることが，今回の実  

験においても確かめられた．ニホンナシでは －二  

十世紀’において，Liaoら（1996，1997）が同様  

の報告をしているが，■幸水’においても開花と  

ともに，すみやかに低温耐性が失われることが示  

された．本実験ではハードニング■デハードニン  

グ過程での凍結試験後の電解質漏出量をもとに，  

花芽の低温耐性の強さを判定Lたため，組織間の  

低温耐性の差や，致命的な被害部位を特定するま  

でには至らなかった．   

低温耐性の評価法には様々な方法があり，目的  

にかなった方法の選択が必要である．細胞の傷害  

の判定には蛍光色乗法（Wildholm，1972）が用  

いられる．組織の相対的な被害度を知るためには，  

組織浸出液の電気伝導度（Dexterら，1932）ヤ  

アミノ酸量（Siminovitchら，1964）を測定する  

ことが一般的に行われている．培養細胞や組織切  

片の場合では，トリフユニール・テトラゾリウム   

第6章 総合考察  

本研究は，ニホンナシ 一幸水’の開花期や，そ  

の後の果実肥大初期における晩霜害の回避や軽減  

のため，凍霜害発生機構および植物成長調節物質  

PDJの利用による晩霜害防止の可能性について研  
究した．第2章ではニホンナシ‘幸水’のハード  

ニング■デハードニング過程を調査し，第3章で  

は開花期の低温耐性を，第4書では花器の凍結機  

構とそれを制御する氷頼活性について調査した．  

そして第5章ではPDJ処理による晩霜害回避の可  

能性についてそれぞれ検討した．   

まず第2章において，ハードニング～デハード  

ニングにともなう，ニホンナシ‘幸水’の低温耐  

性と溶質の季節変化を中心に検討した．秋から冬，  

冬から春にかけて気温の変動とともに，ニホンナ  

シ‘幸水’の低温耐性は上下変動した（第34囲）．  

また低温耐性の強さは，同一植物体でも部位ごと  

に異なっていた．‘幸水’の花芽においては，10  

月中旬には低温耐性が上昇していき，気温が上昇  

し始める3月に入り，芽の代謝活性がしだいに括  
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れている（酒井，1982）．プロリンは水に非常に  

溶けやすく，高い凍結防御作用を有することが知  

られているが（Withers・King，1979），ニホン  

ナシ‘幸水’の花芽中にはハードニング過程にお  

いては，ごくわずかしか存在していなく，デハー  

ドニング過程においても，他のアミノ酸同様，開  

花直前に急激に上昇し，冬季の花芽の低温耐性に  

はあまり関係がないようであった．   

糖においては，ニホンナシ‘幸水’の花芽にお  

いても他の植物同様に，低温耐性の高まりと密接  

に関わっていることが示された（第34囲）．この  

ことから，ニホンナシ‘幸水’の花芽においても  

他の植物と同様に，細胞内に多量の糖を蓄積する  

ことによって浸透圧を増加させ，モル氷点降下に  

より山定温度での凍結脱水の程度を緩和させてい  

る（吉軋1999）と考えられた．ニホンナシはソ  

ルビトールを転液糖とするバラ科の植物であり，  

花芽においても大きな割合を占めていた．ソルビ  

トールはハードニングにおいて低温耐性の高まり  

と平行して増加してVlき，ヂハードニングにおい  

ては急激に減少した．このことからニホンナシの  

花芽では，ソルビトール，さらにはスクロースが  

主要な糖であり，低温耐性とも強い相関が認めら  

れた．しかし，花芽の構成器官ごとにみてみると，  

その増減の様子は少し異なっていた．ハードニン  

グでのソルビトールの集積は小花から先に起こっ  

ており，包葉＋内部鱗片，外部鱗片と花芽の外側  

に向かって，遅れて順に集積していった．その畳  

も小花が最も多く，厳冬期には他の器官の約2倍  

の量であった．また，多くの植物において冬季に  

ラフイノースやスタキオースの蓄積が報告（酒井，  

1982）されているが，ニホンナシの花芽において  

ラフイノースはハードニング，デハー ドニングを  

通して，低い値で一定であった．しかし，外部鱗  

片においてはハードニング過程においてスタキオ  

ースの蓄積が認められた．FLinnら（1995）はレ  

ンギョウ花芽において，ラフイノース，スタキオ  

ースと低温耐性の間に強い相関があることを報告  

している．しかし糖質の中で大きな割合を占めて  

いたのはグルコース，フルクトースであり，この  

ことからラフイノース，スタキオースの増減，特   

タロライド（TTC）に対する還元力を調べる方  

法が，有効である と考え られている  

（Steponkus・Lanphear，1967）．また，最近では  

赤外線温度計やNMRを用いて，固体内の組織間  

の低温耐性の差や，敦命的な被害部位を調査する  

ことも行われている．排種上の観点からは，鉢植  

え苗を用いて，凍結融解してから以後の花および  

果実の様子を調査することが，回復力を含めた被  

害の程度を知るのに最も適当である．また被害の  

程度の評価法には，植物または組織の最低生存温  

度，または50％致死温度により評価する方法や，  

被害度を数段階に分けて評価する方法がある．こ  

のようなことをふまえて，低温耐性の測定法およ  

び評価法の選択については，今後さらに検討する  

必要があると考えられた．   

ハードニング・デハードニングの過程におい  

て，様々な物質代謝ヤ細胞構造の変化が起こるこ  

とにより，植物は夏から冬，冬から夏の状態へと  

順次適応していく（匂坂，1974：酒井，1982）．  

ニホンナシについてもそのことを明らかにするた  

め，低温耐性の変化が明瞭であった花芽における，  

遊牡アミノ酸，糖などの物質変化について調査を  

行った．   

遊離アミノ酸の変化を調べたところ，ハードニ  

ング過程においてアルギニンは上昇してピークを  

迎え，その後デハードニング過程では急激に減少  

Lていた．反対にハードニング中，アスパラギン  

醸は減少し，デハードニング過程においてはグル  

タミン酸と同時期に急激な上昇が認められた．  

Sagisaka（1974）は生長期にある植物では，グル  

タミン酸の量が非常に多いが，冬季にはアルギニ  

ンが増加すると報告している．このグルタミン酸  

からアルギニン，アルギニンからグルタミン酸へ，  

主要なアミノ酸の種類が入れ替わることは，植物  

が夏から冬，冬から夏の状態に変化する過程で起  

こりえる代謝の転換と考えられる．さらに本実験  

では，気温が上昇し萌芽が近づくと，他のアミノ  

酸も急激に上昇しているのが確認され，花芽の萌  

芽，開花と続く一連の急激な植物活動の開始がう  

かがえた．植物の中には越冬中のアミノ酸とLて，  

アルギニンの他にプロリンを蓄積するものも知ら  
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にラフイノースは低温耐性の良い指標としては有  

効であるが，ニホンナシの花芽においては低温耐  

性での役割は不明瞭であった．   

Langら（1994）はシロイヌナズナにおいて，  

ABA濃度と低温耐性の強さとの間に正の相関が  

あると報告している．またABAの濃度を高める  

乾燥処理によっても低温耐性が高まるとの報告も  

多数ある（Guyら，1992；Langら，1994；  

Mantylaら，1995）．また，シロイヌナズナにお  

けるABA欠損株では，低温順化処理を行っても  

低温耐性が高まらないこと（Langら，1994），低  

温誘導性のタンパク質や遺伝子がABAによって  

も誘導されること（三上・村田，1999）も報告さ  

れており，低湿耐性獲得において，ABAは重要  

な役割を果たしていると考えられる．   

花芽全体では，低温耐性の強さとABA濃度と  

の間には直接的な関係がみられなかった．ABA  

含量がピークを迎えた3月上旬の低温耐性は，厳  

冬期である2月に比べ著しく高いわけではなく，  

むLろ急激に低温耐性が弱まる直前である．田村  

ら（1993）はニホンナシ ーニ十世紀’で自発休眠  

中のABAの変化を測定しているが，芽中のABA  

含量が低温遭遇にともない低下し，また遭遇する  

低温の強さによって，ABAの低下する時期が異  

なることも報告している．また気温が低く，低温  

耐性が高いと予想きれる時期に必ずしもABA含  

量が増加するわけではなく，このことからもデハ  

ードニング中におけるニホンナシの芽の低温耐性  

の強さとABA含量との間には，直接的な相関関  

係はないと考えられた．より詳細に調査するため，  

花芽中の小花における内生のABA含量の変化を  

精査したところ，ABA含量はハードニングに伴  

い上昇していき，12月上旬にピークを迎えた後，  

萌芽直前まで減少していった．これはほぼ自発休  

眠の探さと対応しており，ABAが密握に花芽の  

休眠を制御していることが示唆された．温帯落葉  

樹の芽の休眠と低温耐性とは，複雑に関係してい  

ると考えられている．Irvingら（1967）は，ネグ  

ンドカエデにおいて低温耐性の獲得にとって自発  

休眠は必ずしも必要でなく，植物が休止状態にな  

っていることが必要であることを報告している．  

また栄花・酒井〔1973）は，木の冬芽の自発休眠  

が破れた後に低温耐性が急速に高まるが，休眠中  

のものを12℃以上の温度においた場合，休眠は破  

れないし，低温耐性も高まらないと報告している．  

これらのことから低温耐性をある程度以上に高め  

るには，低温によって自発休眠を解除し，ABA  

含量を低下させることが必要であると酒井（1982）  

は考えている．ニホンナシ‘幸水’においても，  

小花においてABAの減少が始まった後．気温が  

上昇するまで獲得した低温耐性を維持していた  

（第34囲）．また，Chenら（1979）はABAが低温  

の代替作用をし，ABAがあるレベルに達すると  

低温馴化が始まると考えている．これらのことか  

ら，ABAはハー下ニングの開始には必要である  

が，その後は低温耐性とは関係していないのかも  

しれない▲   

ところで，ABAは植物の乾燥時における気孔  

の閉鎖において重要な役割を果たしており（近藤，  

1994），ヒマワリにおいては根あるいは頂芽に  

ABAを処理することにより，根から茎への水の  

移動が促進されたとの報告もあり（Ludewigら，  

19朗），植物の水分状態と密接に関与している．  

花芽全体でみたとき，ABAのビータを迎えてVl  

る時期は，花芽における水分含量が増加する直前  

である．このころから，花芽において鱗片の基部  

周辺の木化Lていない組織が成長を始め，また小  

花においても大きさが大きくなり，花芽が萌芽L  

始める時期にABAが急激に上昇した．以上のよ  

うに，花芽におけるABAの含量が増加すること  

により，花芽の肥大に伴う根から花芽への水の移  

動を促進している可能性が考えられる．このよう  

に，花芽におけるABAの作用機構は，ハードニ  

ング過程とデハードニング過程で異なっていると  

考えられた．   

次に，開花期の花器や幼果における低温耐性に  

ついて考察してみたい．ヂハードニング彼の花の  

開花現象は，活動が盛んな時期であり，この時期  

の低温遭遇は，植物にとっても重大な脅威であり，  

また低温による傷害を著しく貴けやすい，実際の  

ニホンナシ果実生産の現場においても，晩霜は注  

意すべき気象災害であることが以前から警鐘され   
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ホンナシ ■幸水’の花芽および花器の凍結様式に  

ついて調査した．   

これまで植物の凍結機構，また凍結傷害の機構  

について調査する際，凍結試験後の傷害の様子か  

らその傷害過程を推定するか，また示差熟分析法  

により，ある1点での凍結の過程を調査し，その  

点を増やすことによって全体像を類推してきた．  

今回はニホンナシの花器の凍．結を観察するため  

に，赤外線サーモグラフィを使用したが，凍結様  

式を調査する上で大変有効であることが示され．  

花器における凍結の開始からその伝搬までを確認  

できた．植物の凍結を計測する方法には，示差熟  

分析法（Ashworthら，19呂5；Quammeら，1972，  

1995）や顕微鏡による観察（Ashworthら，  

1989；Pearce・Wi11son，1985；Quamme，1978），  

NMRを使った観察（Priceら，1997ab；Ishikawa  

ら，1997，2000）などが挙げられる．しかし花芽  

などの複数の器官で構成されるものや，同一の器  

官が複数存在する場合において示差熱分析法で  

は，個々の部位が凍結した際の発熱をそれぞれ検  

出するため，凍結が始まった部位を特定すること  

が困難であった．さらに熟伝対などを植物体の表  

面に接触または体内に挿入する必要があり，また，  

熱伝対が水晶の形成源になってしまう問題もあ  

る．超低温SEMの使用は，細胞外凍結の様子な  

ども詳細に観察することができる（Malone・  

Ashworth，1991）ので，凍結の結果を観察する  

には有効であるが，やはり凍結過程を観察するの  

が難しい．NMRイメージング法は水（のプロト  

ン）を対象とし，粘度の低い水だけが画像化され，  

氷になるとその画像が消える．画像の分解能も良  

く植物体内の画像も，さらに時間の経過にそった  

測定もできるため，非常に有効であるといえるが，  

対象物の大きさなどが制限される場合もある．一  

方，物体が放射している赤外線の強さは温度が高  

いほど増加するので，その放射エネルギーを検知  

することで非溝触的に温度が測定できることと，  

二次元での画像化することが可能な点で，植物の  

表面の温度のみの測定であるが赤外線サーモグラ  

フィの使用は，植物の凍結機構，また凍結傷害の  

調査に有効である．ニホンナシの花器においても，   

てきた．ニホンナシの花器においては開花前後，  

低温に最も弱いのは雌ずいや胚珠であると考えら  

れてきた（措俣ら，1993；猪崎，1985）．今回の実  

験においても，ある程度の低温（・3℃）以下に遭  

遇させた場合，被害が大きかったのは雌ずいや胚  

珠であったが，しかし，低温環境下でこれらの部  

位に最も早く傷害の様子が現れるわけではなかっ  

た．低温試験中，まず初めに傷害が確認されたの  

は花托部であり，浮き皮と呼ばれる傷害がみられ  

た（第17図）．これは花先の表皮の下に空隙を持  

つ現象であるが，実際の栽培においても軽微な霜  

害の症状として確認されている．特に開花期の始  

め，展葉期の直後あたりまではこの傷害が起こっ  

ても組織は回復し，果実の品質にはあまり影響は  

与えない．花・托において浮き皮が確認された後，  

胚珠．や雌ずいが褐変することが確かめられた．胚  

珠や雌ずいの傷害は受精，受粉と続く一連の生殖  

活動にとって致命的である．褐変の程度や電解質  

漏出率で傷害の程度を判定したが，今匡＝ま切り横  

を用いた凍結試験であり，褐変の程度が軽微であ  

っても，その後の生殖や果実肥大などに与える影  

響は確認できなかった．しかし，これらの部位は  

花托などに比べて，褐変の程度や電解質漏出率が  

低い値であっても，その後の果実栽培における影  

響ははるかに大きいと思われる．   

冬季のニホンナシ花芽のハードニング■デハー  

ドニングにおいて，糖が低温耐性に大きく関与し  

ていることが示されたが，開花期の花器において  

も糖は低温による傷害に関与していると考えられ  

る．花器中の各器官の糖の種類と含量を測定した  

ところ，傷害を受けやすかった雌ずい，花托（胚  

珠を含む）において，ソルビトール，グルコース  

含量が他の部位に比べ低い傾向であった．そして  

果樹の花器が氷点下の低温に遭遇した場合，花器  

は過冷却することで傷害を受けることを回避して  

いる（Carterら，1999）ので，花器における傷害  

を受けやすい部位は，不十分な浸透圧のために氷  

点を降下し得る過冷却状態になかったと考えられ  

た．   

水晶の形成は凍結傷害の前提条件であり，低温  

耐性や霜害の非骨に重要な要因である．次に，ニ  
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凍結時の温度変化（発熱現象），つまり平均1～  

3℃の温度の上昇が赤外線．サーモグラフィの使用  

で明らかな色の変化として観察できた．これによ  

ると花器の凍結はがく片・花托周辺から始まって  

おり，その後花器全体に拡がっていくことが確認  

された．凍結試験後の傷害の様子からも，最も弱  

いはずの胚珠，雌ずいよりも先に花托において傷  

害が発生する様子が明らかとなった．このことか  

ら花器の霜害は，各構成部位の低温耐性の差だけ  

ではなく，凍結開始部位とその後の氷．晶の伝搬が  

重要な要因となるとが示唆された（第35囲）．す  

なわちニホンナシ‘幸水’では，凍結試験後の傷  

害の現れる様子と赤外線サーモグラフィから得ら  

れた熱画像の変遷から，水晶はまずがく片・花托  

の表皮上またはその直下に形成され，その後胚珠  

を経由して雌ずいや花柄に伝搬していくものと考  

えられた．つまり，低温に対する感受性の組織と  

水晶を形成しやすい組織とは別であることが推察  

できた．   

植物において，水晶を形成する要因の一つは氷  

櫻活性細菌である．Wisniewskiら（1997）と  

Workmasterら（1999）は凍結試験の際に，凍結  

を誘導するために氷核活性細菌を使用している．  

またLindowら（1996）はセイヨウナシにおいて  

霜害や火傷病を制御するためにPs亡び血mo月aS  

fJuorescef】Sを使用している．彼らによれば  

PseudomonasBuoI・eSCeZ］SStrainA506を処理する  

ことにより氷模活性細菌の数が無処理のものに比  

べ減り，霜害による被害を40％にまで抑えること  

ができた．また他の系統の細菌も火傷病を制御す  

るために，商業的に使用できるかどうか試験が進  

められている（Mercier・Lindow，1996）．氷模  

活性細菌は植物の組織が過冷却することを制限  

し，また花において凍結のパターンにも影響する．  

今回の試験において，凍結を誘導するために氷堰  

活性細菌を任用しなかったが，最初に凍結が確認  

できたがく片や花車Eは，高い氷核活性を持つとが  

考えられた．   

これらのことから，凍結機構とその凍結の制御  

機構は低温耐性にとり重要であることが考えられ  

たので，それぞれの器官の組織における水晶の形  

成しやすさ，つまり氷櫻活性を測定した．氷核活  

性細菌が霜害に関わっていることは以前から報告  

されていたが（Schnell・Vali，1972），一方，最  

近になって低湿耐性のある植物は，細胞壁や細胞  

内に氷横形成物質を持っている可能性が示唆され  

てきた（Grossら，1988：Ishikawaら，1992；  

Brusbら，1994：Isbikawaら，2000）．ニホンナ  

シ‘幸水’の開花期の花器における氷核活性は，  

花托，がく片，花柄で高く，雄ずい，雌ずいは非  

常に低かった．水棲活性が比較的高かったがく  

片・花托はIRカメラでの観察で示したように，凍  

結試験中，花器の中で最初に凍結が始まり，最初  

に傷害の兆候があらわれる部位である．さらに，  

細菌による影響を除外するためオートクレープ後  

の氷横活性も測定したところ，雄ずいを除くすべ  

ての器官において氷核活性はオートクレーブ後低   

Flg，35 Hypotheticalprinclples oflow  

temperature tolerance and frost  

ln」uryin flower bud ornowerof  

‘Kousui’Japanesepear，  
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器官外凍結を行い，小花を過冷却させ低温障害を  

回避していると報告している．花芽の水棲活性を  

測定したところ，外部鱗片，内部鱗片および新梢  

における氷核活性は，小花および包葉に比べ高く，  

ほほ一定の値であった．それに対し，小花や包菓  

においてハードニングに伴い氷感活性の上昇がみ  

られたことから，水棲活性が花芽の低温耐性に大  

きく関与し，厳冬期の花芽は氷櫻活性の上昇とと  

もに，餅片の間や包葉の周囲に水晶を作りやすく  

し，重要な器官である小花を低温障害から回避さ  

せるために，脱水を促している可能性が示された．  

しかし，ニホンナシの花芽が器官外凍結すること  

により小花を過冷却させているのか，または小花  

の細胞が細胞外凍結を起こしているのかは判定で  

きなかった．また同時に小花においては，細胞内  

に主として糖などの適合溶質を蓄積し，細胞外凍  

結時のストレスに対する耐性も上昇させ，傷害を  

防止していると考えられた（第35匝l）．   

一方，デハードニング期には測定したいずれの  

部位も，厳冬期とほぼ同程度の高い氷横活性を保  

っていた．つまり春になって気温が上昇し，水晶  

が形成される機会は減ったものの，組織が水晶を  

形成する力はそのまま維持されていることが示さ  

れた．前述したようにデハードニングにともない，  

水分含量が増加し，花芽において細胞内の浸透圧  

を増加させ，過冷却を促している主要な溶質と考  

えられたソルビトールなどの糖は，急激に減少し  

ている．そのため，低温時の凍結ヤそれに伴う脱  

水により，細胞膜が損傷を受けやすくなっている  

と考えられた（第34園）．これらのことからデハ  

ードニングにおける低温傷害は，厳冬期には保持  

していた，水晶の形成しやすさとそれに対する防  

御機構のうち，防御棟構のみを失ったために起こ  

ると考えられた．こホンナシの花芽においては，  

厳冬期にはうまく機能していた両者のバランス  

が，気温が上がり春になると崩れるため，春先の  

不意の低温による傷害を受けやすくなり，晩霜害  

が発生するのであろう（第35国）．   

一方，黒田ら〔1991）が報告しているように，  

低温耐性は過酸化物代謝が密接に関係し，きらに  

ニホンナシの花器の生体膜脂質中の不飽和度が低   

下したが，がく片，花托，花柄は雄ずいや雌ずい  

に比べ氷横活性が高かった．オートクレーブによ  

り植物細胞や組織が破壊されるため，植物由来の  

氷横活性物質の変成も予想されたが，オートクレ  

ープ前後ともほほ同じ傾向であった．よって氷嶺  

活性細菌による影響だけでなく，ニホンナシの花  

器の組織由来の水域活性にも差があることが示さ  

れた．このことからニホンナシの花器においてもー  

各器官特有の氷概括性の強さがその凍結様式に大  

きく関与していることが示された．   

また，自然界には反対に氷の成長を制御する物  

質も存在し，このような活性を持つ物質を凍結阻  

害物質と呼ぶ．凍結阻害物質の存在は，厳寒地で  

生息する梅の生物の生存と深く関わっており，南  

極の魚の血清中には凍結阻害タンパク質が含まれ  

ている．凍結阻害タンパク質は，凍結阻害糖タン  

パク質と凍結阻害タンパク質の2種類に分類さ  

れ，植物においても低温耐性の高まりとともに，  

糖タンパク質が増加することが報告されている  

（旬坂，1974）．また凍結阻害タンパク質も植物に  

存在することが確認きれている（Griffjtllら．  

1992）．これらの凍結阻害物質は凍結を阻害する  

ことよりも，成長する水晶の形や大きさを制御す  

る働きをすると考えられている（荒田，1998）．  

凍結阻害物質がどのような横棒によって水晶の成  

長を制御しているかについては不明な点も多い  

が，植物の凍結様式にも関与している可能性があ  

る．   

このように，開花期の花器における低温耐性や  

凍結様式に，植物由来の氷腰活性が大きく関わっ  

ていることが示され，冬季の花芽における低温耐  

性にも氷櫻活性が重要な要因である可能性が考え  

られた．多く植物で花芽の小花の細胞は細胞外凍  

結する能力に乏しく，細胞内凍結を起こしやすい．  

しかし，凍結している周囲の組織からの水晶の伝  

搬を防ぎ，芹官ぐるみで器官内の水分を外部に水  

晶として析出させ，凍結脱水を促進させる器官外  

凍結をしている（酒井．1982）．示差熱弁析の結  

果から，ニホンナシの花芽は器官外凍結を行わな  

いと考えられてきた（Rajashekarら，1982）．し  

かしKangら（1998）はニホンナシでも，花芽は  



41  

下するにつれて，低温耐性が低下するとのLiaoら  

（1997）の報告を考慮に入れると，これらの防御  

機構も影響して，低温耐性が低下するのであろう．   

以上のように，ニホンナシ‘幸水’花器の凍結  

様式に各器官の水域活性は，大きく関与している  

ことが示唆されたが，低温耐性，氷核活性の間の  

関係は必ずしも直接的ではないことが明らかとな  

った．   

凍霜害発生の機構の一端が解明されので，次に  

晩霜害回避の方法として植物成長調節物質である  

PDJ処理による効果を検討Lた．PDJ処理は褐変  

の程度，電解質漏出率の両方の結果から，開花期  

の花著削こおける低温耐性を高める傾向が認められ  

た．花器の部位ごとに測定したが，全体的にどの  

部位においても低温傷害を嶺和する傾向であった  

が，花器のステージにより効果が高い部位が一定  

でなかった．したがって同一の器官であっても生  

育ステージの違いにより，PI〕Jに対する感受性が  

異なることが考えられた．そして花芽のハードニ  

ング・デハードニングにおいて，主要な溶質であ  

った糠が，PIり処理により増加したことから，  

PDJ処理は花器における溶質集積を促進すること  

が分かった．したがって，開花期の花器において  

のPDJ処理による低温耐性の賦与は，糖が大きく  

関与していることが示唆きれた．   

アミノ酸ではブロリンがPDJ処理により増加し  

た．ニホンナシの花芽におけるハードニングには  

プロリンはあまり関係していないようであった  

が，花器においてはプロリンが他の植物での報告  

（Withers・King，1979）と同様に凍結防御物質  

として働いた可能性もある．Szalaiら（1997）は，  

トウモロコシの助宙期において低温処理により全  

アミノ酸量が増加したと報告している．本実験に  

おいてはPDJ処理でも全体のアミノ酸量は変わら  

なかった．したがって，低温処理とPDJ処理にお  

いては異なる機構が働いている可能性が考えられ  

た．   

以上のように，ニホンナシの花器においてPDJ  

処理は溶質の蓄積を促進させ，そのことにより低  

温による被害を回避できることを明らかにした  

（第36囲）．また内生ABA含量を測定したところ，  

。．。．ご′11ABA  ・●●  

▲・・■  

＼S了ar  
PrOteCtedfromdaLmageSOf  
extracellularfreezlng  

Fig．36．A possible pathway ofPDJapplication  

in‘Kousui’Japanesepear．  

被害の甚だしかった花托・子房部よりも，比較的  

軽かった花柄・果梗部の方がABA含量は高く，  

ABAの含量と低温耐性の強さとの関与が示唆さ  

れた．このことは先に示した季節変化にともなう  

デハードニング過程における低温耐性とABAと  

の関係とは異なり．Tanino〔1990）がチャヒキ  

の細胞で，またLangら（1994）がアラビドプシ  

スで報告している結果と同様に，ABA含量が低  

温耐性の強さと関与することを示している．した  

がって植物の部位やその生育ステージおよび季節  

により，ABAの作用機構や作用箇所，またそれ  

に対する応答が異なっており，低温耐性とABA  

との関係も全体でみるよりも，その器官ごと，ま  

たステージご とに詳細に調査する必要ある．  

ABAと低温耐性との間に相関が見られる報告の  

多くが，キュウリ（Capell・Dorffing，1989），コ  

ムギ（Chen・Gusta，1983），アラビドプシス  

（Lang，1994））などの幼宙期や培養朋胞での実  

験であり，ニホンナシのように永年性木本植物の  

場合，開花期の花器は上記の例と同様に活発な生  

育をLている器官であるため，冬季の花芽とは異  

なり，ABAと低温耐性との圃に直接的な関係が  

みられたのかもしれない．しかし，部位間で比較   
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膜の流動性が保持され生体膜が機能するとされて  

いる．Liaoら（1997）はニホンナシの花器におけ  

る生体膜脂宮中の不飽和度が低下するにつれて，  

低温耐性が低下すると報告しており，リノレン醸  

を含む脂肪酸の不飽和度が低温耐性に大きく影響  

すると考えられる．LたがってPDJ処理が，植物  

中のジャスモン酸生成，および膜脂質中のリノレ  

ン醸の動態に影響した可能性も考えられた．その  

ためPDJ処理が，内生ジャスモン醸およびリノレ  

ン醸を含む脂肪酸へ与える影響を調査すること  

が，今後必要である．ニホンナシの枝において，  

ハードニング処理に代わりにPDJ処理で得られた  

低温耐性は，露地で生育した場合，すなわち低温  

順化の効果には至っていないので，低温耐性獲得  

におけるジャスモン醸の関与については，さらな  

る研究が必要とされる．   

実験に用いたPDJは植物体内でジャスモン酸と  

同様の生理作用を持ち，化学的に安定であるため  

圃場での処理に適しており，そして多くの場合  

AI∃Aよりも低濃度でより高い効果を示すと考え  

られている（竹内・禿，1997）．しかし，今回の結  

果からは最適処理濃度や散布時期の明確な傾向は  

確認できなかった．実際の農家の現場では，晩霜  

の予報がされるのが発生的12時間前のため，実用  

的な面を考慮に入れるとより短時間における効果  

の有無を調査する必要もある．   

以上のように本研究は，第一にハードニング・  

デハードニング過程での低温耐性の獲得・消失  

は，花芽中の溶質，特にソルビトールやスタロー  

スの蓄積・消長と平行して起こっており，また低  

温耐性の獲得にはABAが関与していることも示  

された．さらに氷核活性が花芽の低温耐性に大き  

く関与していることが示され，デハードニング過  

程での凍結防御機構と凍結促進碑構のバランスの  

崩れが晩霜害発生の要因であることが明らかにさ  

れた．   

第二に，ニホンナシ‘幸水’花器では，がく片  

および花托付近から氷．晶の形成が起こっているこ  

とが確認でき，傷害発生は低温耐性の差のみでは  

なく，凍結開始部位とその伝搬が重要な要因とな  

ることが示唆され，低温に対し感受性の組織と，   

すると同一器官同士の比較では，傷害が少ない区  

ほどABA含量が高かったが，花柄に比べABA含  

量の高い花托では，花柄よりも傷害を受けやすか  

った．このことから，花器の部位ごとにABAに  

対する感受性やその作用機構も異なることが示唆  

された．   

ABAは，果実を含む様々なシンク器官への糖  

の蓄積を促進することが知られており（近藤，  

1994；小橋，1998；Kobashiら，2000），またニホ  

ンナシと同じバラ科のモモ果実においては，ソル  

ビトール，フルクトース，グルコースの取り込み  

がABAによって，能動輸送・拡散の両方の経路  

で促進されてし1ることが報告されている（小矯，  

2000）．したがって本実験においても，ニホンナ  

シの花器においての糖含量の増加は，ABAによ  

る影響である可能性が考えられた．さらにPDJと  

おなじジャスモン醸関連物質である，メチルジャ  

スモン醸処理したズッキーニ果実の外果皮では，  

対照区果実よりも高いABA含量であった  

（Wang・Buta，1994）．同様にPDJ処理により内  

生のABA含量が増加することは，カキ（Gemma  

ら，1998），ブドウ（東川，199郎 で報告されて  

いる．したがってPDJ処理は，花器において内生  

のABA含量を高める傾向もあったので，溶質特  

に糖の蓄積促進のPDJ処理の効果はABAを介し  

て行われる可能性も高いと考えられた（第36囲）．   

しかし種の違い，生育ステージの違いがジャス  

モン酸と低温耐性との関係にどのように影響する  

かは今後の課題である．そしてPDJ処理により内  

生のABA含量が増加したが，PDJ処理効果が  

ABAを介した低温耐性の鹿与効果なのか，PDJ  

の他の経路による直接的な効果なのかは，今後確  

認する必要がある．   

ジャスモン醸は膜脂質の構成脂肪酸であるリノ  

レ ン醸を合成の出発物質と している  

（Creelman・Mu11et，1997；Sernbdner・Parthier，  

1993；吉原，1990）ので，低温下において生体膜  

の安定に関与する可能性も考えられる．低温耐性  

には生体膜の相転移温度が重要であり，膜脂質中  

の脂肪酸の不飽和直により規定されているといわ  

れている．不飽和度が高いと，より低い温度まで  
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水晶を形成しやすい組織とは別であることを明ら  

かにした．第三に，PDJ処理は開花期の花器にお  

ける低温耐性を高める傾向が認められ，またPDJ  

処理によりプロリンおよび様々な糖の蓄積が促進  

されていることも確認された．さらにPDJ処理に  

より低温耐性が高まり，内生のABAの含量も増  

加することから，この低温耐性の賦与効果が，  

ABAを介したものである可能性が示され，ニホ  

ンナシの晩霜害対策に責献し得るものであると考  

えられた．  

摘  要  

ニホンナシ栽培における凍霜害発生を防止する  

ために，■幸水’を用いて凍霜害発生機構の解明，  

さらには植物成長調節物質PDJの利用による晩霜  

害防止法の確立を目標に，ハードニング・デハー  

ドニング過程におけるニホンナシの生理的変化  

や，開花期の花箸別こおける凍原傷害発生様式およ  

びPDJの低温耐性に及ぼす影響を検討・調査し  

た．  

1．ハードニング・デハードニング過程での耐凍  

性の獲得・消失は，花芽中の糖，特にソルビトー  

ルやスグロースの蓄積・消長と平行して起こって  

おり，ニホンナシ‘幸水’花芽においても，細胞  

内に多量の糖を蓄積することによって浸透濃度を  

増加させ，モル氷点降下により一定温度での凍結  

脱水の程度を競和させていることが示唆された．  

またハードニングにおいて耐盲東性の高まりととも  

に，小花での内生ABA含量は増加していったこ  

とから，耐凍性の獲得にはABAが関与している  

ことが示されたが，デハードニングにおいて，そ  

のようなABAの含量との相関はみられなかった  

ため，この時期には植物体内の水分状態に関与す  

ることにより低温耐性に開港的に関係しているの  

ではないかと示唆された．  

2．凍結機構とその凍結の制御機構は，低温耐性  

の研究にとり重要であることから，ハードニン  

グ・デハードニング過程での花芽の氷横活性を測  

定したところ，耐凍性の獲得とともに小花におい  

て氷核活性が上昇していった．このことから，氷  

核活性が花芽の耐凍性の獲得に大きく関与してい  

ることが示唆された．しかし，デハードニング開  

始後も花芽において高い氷核活性が維持される一  

方，水分含量の増加，溶質の減少が平行して起こ  

った．その結果，厳冬期にはうまく機能していた，  

低温耐性に関与する凍結防御機構と凍結促進機構  

の両者のバランスが崩れたため，春先の不意の低  

温による傷害を受けやすくなり晩霜吾が発生する  

と考えられた．  

3．赤外線サーモグラフィにより開花期における  

花器の凍結過程を観察したところ，がく片および  

花托付近から氷晶の形成が起こっていることが確  

認できた．そのため，晩霜害でもっとも被害に遭  

いやすい胚殊や雌ずいの傷害は，隣接組織からの  

水晶の伝搬によるものであると考えられた，した  

がって，花器の霜害はそれぞれの組織の低温耐性  

だけでなく，花器全体のモ東結様式が大きく関わっ  

ていることが確かめられた．また，この水晶の形  

成および器官の凍結様式は植物組織が保有する氷  

概括性により制御されていることが確認された．  

4．PDJ処理による晩霜害回避の可能性を調査す  

るため，PDJ処理が花器および幼果の低温耐性お  

よび内生成分に与える影響を調査した．PDJ処理  

は開花期の花器における低温耐性を高める傾向が  

認められ，またPDJ処理によりプロリンおよび糖  

の蓄積が促進されていることも確認できた．さら  

にPDJ処理により低温耐性が高まり内生のABA  

の含量も増加したことから，この低温耐性の賦与  

効果がABAを介したものである可能性が示され  

た．以上のことからPDJ処理がニホンナシの晩霜  

害回避の手段として有効であることが示された．   

これらの研究は，ニホンナシのみならず降霜地  

帯で栽培きれる果樹の凍霜害防止対策への基礎資  

料として有用され，ひいては霜害発生予測技術と  

相まって効率的な防止法の確立に十分・に貢献でき  

るものと考える．   
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Summary  

Most deciduous fruit trees require winter  

chilling temperatures to break dormancy of  

wintering flower buds．The buds sprout and  

bloom as the weather warmsin the spring．  

Thesebuds and／orflowersare prone tospring  

frostinjurywhiletheysuffernofrostdamagein  

midwinter．InfruittreesincludingtheJapanese  

Pear，frostinjury can be particularly harmful．  

Fru．it pTOdu亡tionis severely damaged duTing  

the periods of blooming and young fruit stage  

byspringfrost．  

Theobjectiveofthisstudywastoexamine  

the mechanism of freezing and spring frost  

injury and seasonalchangesin the cold  

resistance oftheJapanese pear，inaddition，tO  

determineifn－prOpyldihydrojasmonate（PDJ）．a  

syntheticJasmonic acid（JA）derivative can be  

applicableforpreventingspringfrostdamageto  

theJapanesepear，  

1．Cold hardiness ofnower buds changedin  

COrreSpOndence with changed carbohydrate  

levelsinJapanese pear‘Kousui’．During cold  

acclimation，COld hardiness of flower buds  

increased as endogenous ABAlevels were  

increasing from autumn to winter．Itis  

suggested that intracellular freezing can be 

avojded by supercooling af flower bud or the 

SOlutions might protect the plasma membranes  

and proteins from freezing and dehydrationin  

theJapanesepear．  

2．Seasonalchangesintheicenucleationactivity  

Of various tissues ofJapanese pear‘Kousui’  

Wereinvestigatedwiththeaimofstudyingthe  

manner of freezing，Whichis animportant  

mechanism for cold hardiness．Theice  

nucleating temperatures of outer scales and  

inner scales were maintained at between・7℃  

and－5℃throughoutthe winter mcrnths．while  

those offlorets and braets markedlyincreased  

from－12．6℃to－6．0℃and from－10．4℃to－  

5．6℃．respectively fromlate October to  

February．In winter flower buds exposed to  

subfreezing temperatures showed ice crystals 

locatedinthespacebetweenflorets and bracts  

andwithinscales whereicenucleation activity  

WaS fairly high This relationshipimplies that  

COLdhardinessmaybecontrolledbythebalanCe  

Of supercooling andice nucleationin various  

tissues．The perennialtree has both easy  

freezing and supercooLing tissues where they  

arelocalizediIlthe right place according to  

Circumstances to protect tissues against cold  

StreSS．  

3．Ice formation and propagationin theflower  

and young fruit of Japanese pear were 

investigated withinfrared（IR）video  
thermography王magLngSyStem．The changes of  

thermalresponse（exotherm）in freezingevents   
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mechanisms for avoiding spring frostinjury．  

PDJ applied during the flowering period 

resultedin alowerinjuryindex for the ovuLes  

and pistils after freezing tests．Averageion  

leakage主n controlflowerswas37．9％duringthe  

balloonstageat・5℃．while the flowers tr巳ated  

with PDJdisplayed a16．6％ionleakage．  

Similarly，atthefu11bloomstage，PDJtreatment  

reducedionleakage at －5℃from73．1％to  

47．8％inthe control．The organs of the flower  

more sensitive to low temperature stress were 

the ovule，pistiland ovary，but stamens were  

more resistant，Sugar contentin theflower at  

the balloon stage wasincreased by PDJwhen  

treatedatthepinkstage．Moreover，free amino  

acids，eSpeCially proline，and ABAincreased  

similarly with PDJtreatment．Itis suggested  

thatincreasing endogenous ABAleveLs  

accomparly Sugar aCCumulation and controIs  

osmotic pressure in cells stimulated by PDJ 

treatmenttotheflowerofJapanesepear．These  

results show that PDJ affects supercooling 

CapaCityofaflowerby changingsolutecontent  

andprotectsorgansfromfreezing．  

FroIn a PraCticalviewpoint．the present  

results may be useful for designing frost 

protectionprogramsforhorticulturalcrops．   

could be detected using the infrared 

thermography camera with exotherm rise  

accompanied by a marked color change in the 

tissues，With first bloom flowers，the  

temperatureofpedumCLesdecreasedfasterthan  

that of the receptacLe：theinitialice nucLeation  

OCCurred primarilyin petals，SePals and／or  

receptacle．Subsequently，ice was propagated  

aLong the peduncle．The temperature of  

receptacleswasabovethatofpeduncles during  

thefreezingtestatfu11bloom：thesepalsand／or  

receptacle wereinitia11y frozen，thenice  

nucleationwasextendedtothepetalsalongthe  

Peduncle．After blooming．highice nucleation  

temperatures were observedin the petal，  

receptacle，Sepalandpedicelwhilethoseofboth  

the stamen and pistilremained verylow．The  

more sensitive tissues to sprlng frosts were  

different from the sites where ice nucleation 

activityis high，These resuLts suggest thatthe  

SePals and／or receptacle where theinitial  

nucleation occurred may be anintrinsic or  

extrinsicsourceofhighicenucleationactivityin  

flowersoftheJapanesepear．  

4．Effects of n－PrOpyldihydrojasmonate（PDJ）  

treatment onflowers ofJapanese pear during  

Spring frost wereinvestigated to study  


