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研究成果の概要（和文）：休眠最深期から打破期にかけて芽内の還元型グルタチオン（GSH）の

上昇や、GSH合成酵素遺伝子や AOX(シアン耐性呼吸末端酸化酵素)などレドックス( 酸化還元状

態) 調節遺伝子発現が高まることを見出した。MRI 解析を用いて、休眠覚醒期にモモ休眠芽で

水動態が顕著となり、水チャネル遺伝子発現とも一致すること、さらにニホンナシの混合花芽

鱗片の自由水(T2)・水分含量(PD)が暖冬条件で低位となりネクロシス発生に至り、連年同条件

に遭遇すると芽基部からの求頂的な水移動に支障が生じて花芽不良の要因となることを明らか

にした。 

 
研究成果の概要（英文）：The transition from bud endodormancy state was characterized by 
a significant increasing on glutathione content in dormant bud tissues. The GSH 
accumulation in the buds was coincided with major increases in transcript patterns of 
genes GSH1 and GSH2 and redox regulating enzyme genes such as the alternative oxidase 
(AOX). According to the findings by MRI observation, a gradual increase in water content 
to that required for peach dormant bud activity at the end of endodomancy was resulted 
from inter- and intracell communication through membrane transport properties of 
aquaporins. And also, the mixed buds of Japanese pear subjected to low chilling 
accumulation showed low water mobility and water content especially in scales. In contrast, 
increased water mobility and relative content were observed in specific portions, which 
was more accentuated in the mixed buds of plants grown for several seasons under mild 
winter conditions, resulting in the necrosis of floral primordia, and the development 
of new inflorescences which corresponds an irregular floral form.  
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１．研究開始当初の背景 

地球規模での温暖化による負の影響が作

物生産にも顕在化していた。例えば、開花期

の高温による花器の生育不良や花粉不稔へ

の影響で結実不良、さらには生育期の高温に

よる果実品質低下などの外、温帯果樹での開

花時期の遅延や生育不良の多発などである。

これらは休眠芽が低温不足により休眠打破

が十分にできていない、または低温順化の不

足で発芽期の一時的低温遭遇で障害が発生

し易い等、永年性作物の特徴である明確な生

活環（生育期と休眠期）が不安定な状態、す

なわち生理条件が充足していないことに起

因する。さらに国内にとどまらず、熱帯・亜

熱帯における低温要求性の少ない果樹の栽

培技術の確立や、品種・系統の収集と育種事

業の進展が望まれており、芽の休眠現象の分

子メカニズムを解明し、休眠導入から打破

（覚醒）に至る過程において、細胞内酸化還

元状態（レドックス）の変化とそれに関連し

た活性酸素消去系酵素、及び ABAや水分の変

化とそれに関連した酵素等の動態について、

生理生化学、分子生物学的に解析しようとし

た。すなわち、休眠打破に必要な低温要求量

の異なる果樹の品種を用いて、レドックス関

連 酵 素 （ SOD, Catalase, Ascorbate 

peroxidase, Glutahione reductase (GR), 

Glutathione synthetase (GSH-S), 

Alternative Oxidase（AOX）など）や、水の

膜透過を制御する水チャネルなどの休眠時

における遺伝子発現とその機能について解

析し、休眠導入や打破との関連を精査しよう

とした。さらに当時、高度精密分析が可能と

なっていた NMRによる MRI画像解析と電子顕

微鏡による微細構造の比較観察を用い、休眠

芽の水分の動態について精査しようとした。 
 
２．研究の目的 

シアン耐性呼吸末端酸化酵素（AOX）は、

植物ミトコンドリアの電子伝達鎖のシアン

耐性オキシダーゼとして同定されており、低

温、乾燥などのストレス下では、植物はミト

コンドリアの呼吸を阻害されるが、一方、電

子伝達鎖から電子を排出することによって、

シアン耐性経路はユビキノンプールの過剰

な 還 元 を防 い で、 有害 な 活性 酸 素種

（Reactive oxygen species; ROS）蓄積を防

止する。このようにシアン耐性経路は、呼吸

に対するストレスの有害な効果を軽減して

いると考えられている。 

本研究は、休眠導入～打破（覚醒）に至る

過程における果樹の芽内における上述の系

を中心とした、細胞内酸化還元状態（レドッ

クス）の変化とそれに関連した活性酸素消去

系の動態、さらに水分の動態について７テス

ラの大型 NMR装置（食品総合研究所設置）を

用いた組織の拡散能を半定量的に評価可能

である MRI 解析、すなわち 1H の横緩和時間

（T2:tranverse relaxation time ）及びみか

けの拡散係数画像（ apparent diffusion 

coefficient map: ADC map）をパラメータと

して水分子の拡散現象を解明しようとした。 

果樹の芽の休眠期において、芽内では含水

量の著しい変化が認められている。これまで

に果樹の冬芽では休眠導入とともに自由水

の減少が起こり、休眠打破に伴い著しい増加

がみられることが核磁気共鳴（NMR）などの

研究から示唆されている。しかし、芽内の水

の動態と低温要求性の関係、休眠芽における

水の局在性については明らかでない。そこで、

本研究では低温要求性の異なるモモの休眠

芽における水分の動態について非破壊的に

磁気共鳴イメージング（MRI）を用いて解析

し、芽の休眠打破に伴う水の動態と局在につ

いて検討しようとする。併行して水の膜透過

を制御する水チャネル（アクアポリン］の遺

伝子発現パターンについても検討した。 

さらにニホンナシにおける暖冬条件下で

頻発する花芽発育不良現象に関連して、温度

感応シミュレーション試験を連年行い、休眠

芽の微細構造変化・MRI 観察等を通じて要因

解析を行った。以上のように、本研究は果樹

の安定的な生活環を維持するため、休眠生

理・耐凍性の機構の解明を、生理生化学・分

子生物学・形態及び生態学的アプローチで総

合的に行おうとした。 

 
３．研究の方法 

1．温帯果樹における芽の休眠現象の分子

メカニズム解明 

(1) 細胞内酸化還元状態（レドックス）

の変化と関連活性酸素消去系酵素の動態分

析：休眠打破のために必要な低温要求量の異

なる、ニホンナシ‘二十世紀’、‘豊水’、‘幸



水’、とモモ‘勘助白桃’と‘コーラル’、‘オ

キナワ’の休眠芽について、休眠導入時（9

月以降）から休眠覚醒（（12 月～１月：自発

休眠期）、さらには発芽に至る期間（他発休

眠期）に経時的に冬芽を採取し、その休眠程

度を強制発芽法によって調査すると同時に、

レドックス関連酵素の活性とコードする遺

伝子発現とその機能について解析した。既往

の報告に基づきプライマーを設計し、またな

いものはデジェネレーションプライマーを

設計して、芽由来の cDNA を鋳型に PCR を行

い、クローニング後、配列決定した。 

(2) 休眠芽の水動態の MRI 観察と水チャ

ネル遺伝子発現解析：低温要求性の異なるモ

モの新梢上に着生する花芽および葉芽を経

時的に採取し、リン片、芽原基、柔組織、茎

部の各組織における水分動態を MRI分析によ

り画像化し、休眠芽における水の動態を精査

する。MRIで計測される「拡散」（ADC強調画

像）では，同じくらいの水分子の動き（移動）

をひとまとめにして「拡散」として扱うので、

休眠打破から発芽に至る期間における含水

量の著しい変化の指標として有用できた。一

方、T2パラメータは芽内の自由水の動態を現

す指標と活用できた。さらに、休眠芽の透過

型電子顕微鏡観察と併せて、休眠期間の芽内

水分の動態を明らかにし、細胞・組織・器官

レベルでの水分の移動とその調節機能をも

つ水チャネルタンパク（アクアポリン）とコ

ードする遺伝子発現解析を行った。 

(3) 発芽不良現象の解明と低温要求性の

異なる核果類台木の選抜・穂木の休眠打破に

及ぼす影響：ニホンナシ‘豊水’における暖

冬条件下で発生する発芽不要現象の解明に

ついて、低温遭遇期間及び時期を調節した条

件下で生育したポット植え樹を用い、連年（4

か年）及び単年処理した場合の休眠打破・花

芽発達等に及ぼす影響を調査するとともに、

芽内の水動態についてMRI観察を行った。さ

らに、低温要求性の少ない核果類の品種を対

象に人口気象室内での気候温暖条件下にお

ける、それぞれのフェノロジーを精査した。

次いで、休眠打破剤を処理した個体（シアナ

ミド1％塗布処理）を供試して、①、②に示

した遺伝子発現様式を比較検討した。 

 
４．研究成果 

（1）細胞内酸化還元状態（レドックス）の

変化と関連活性酸素消去系酵素の動態分

析：ニホンナシ‘幸水’休眠芽における呼吸

活性を計測したところ、休眠最深期である 11

月下旬には、自発休眠打破後の 1月下旬と比

べ、明らかに活性量が低位であるが、シアン

耐性呼吸末端酸化酵素（AOX）を指標とした、

本呼吸経路も高い活性量で存在することが

明らかとなり、休眠芽の枝上の位置、すなわ

ち頂芽は打破し易く、基部の側芽は休眠が深

い（打破し難い）ことと AOX 遺伝子の発現パ

ターンが自発休眠打破期（12月下旬）に頂芽

＞中間部の側芽＞基部の側芽の順に強いこ

とを考えると、自発休眠打破が AOX によって

制御されていると推察した。ニホンナシ‘幸

水’休眠芽では、自発休眠期から還元型グル

タチオン（GSH）が高まり、ほぼ同時期に GSH

合成酵素遺伝子であるGSH1 とGSH2の発現も

認められた。さらにシアナミド処理によって

休眠覚醒が早まるが、グルタチオンレベルの

変化は自然条件下に置かれた休眠芽では差

異が認められなかった。しかし、低温遭遇を

させずにシアナミド処理をした場合、明らか

に処理によってグルタチオンレベルが増加

することを認め、混合花芽・葉芽でも同様な

傾向にあった。さらに自発休眠打破後、他発

休眠段階に入った休眠芽においては、自然条

件下の休眠芽でもシアナミド処理によって

グルタチオンレベルが高まることを認めた。

このように休眠段階によってシアナミド処

理の効果が異なることと、グルタチオン生成

の違いとの関連が推察された。ニホンナシ

‘幸水’の休眠芽における経時的芽内酸化

還元状態（レドックス）を休眠打破剤のシア

ナミド処理との関連から、グルタチオン合成

酵素遺伝子（GS）、グルタチオン還元酵素遺

伝子（GR）、シアン耐性呼吸末端酸化酵素遺

伝子（AOX）の mRNA転写物レベルで追跡した

ところ、12月 4日にシアナミド処理した芽で

は、明らかに処理 6時間後にはいずれの酵素

遺伝子レベルが上昇していた。対照区も上昇

傾向にあるが、その相対的レベルはシアナミ

ド処理で顕著に高く、処理 4日後までに速や

かに減少していた。12 月 18 日のシアナミド

処理でも同様に処理 6時間後に上昇する傾向

にあったが、12月 4日処理に比べ低温遭遇が

充足したことが要因と思われるが、対照区で

も転写レベルがやや高くなる傾向にあった。 

モモ‘日川白鳳’用い、上記‘幸水’と同

様の実験を行った。すなわち、12 月 31日に

シアナミド処理を行い、23℃一定の人口気象

室に搬入し、2 週間後に芽内のレドックス状

態を知るため還元型グルタチオン（GSH）、酸

化型グルタチオン（GSSG）を測定した。ここ

では、さらにブドウにおいて Ca 機能を高め

るとシアン化水素の効果が向上し、逆に Ca

キレート剤で阻害するとシアン化水素効果

が低下するという報告について、モモでも同

様な結果が得られるかを試験した。シアナミ



ド処理は休眠打破に効果的であったが、Ca処

理についてはブドウの結果とは逆の結果と

なり、レドックスについてみるとシアナミド

処理で総グルタチオン、GSH、GSSG とも最も

多かったが、GSHの割合（％及び対 GSSG比）

からみると休眠覚醒率が低かった Ca 処理後

にシアナミド処理したモモで高いことを認

め、上記のニホンナシ結果を支持するもので

ある。 

（2）休眠芽の水動態の MRI 観察と水チャネ

ル遺伝子発現解析：低温要求量の異なるモモ

品種‘勘助白桃’（1010CU）と‘コーラ

ル’(300CU)の休眠芽を用い、その休眠段階

ごとに形態変化を MRI(磁気共鳴イメージン

グ)画像解析と、休眠芽中の水の動態につい

てスピン－スピン緩和時間（T2）、さらには水

の自己拡散の速さを示すみかけの拡散係数

（ADC）を測定した。その結果、休眠芽の基

部、茎頂部、鱗片部等の部位における T2値は

休眠段階により変化した。50％休眠打破時期

は、それぞれの品種で 1月下旬、12月上旬で

あったが、その時期には芽内の水分含量に関

係する水の 1H密度の増加が、休眠芽基部で認

められた。ADC 値は休眠期を通して基部で最

も高く推移し、自発休眠打破後に徐々に増加

した。他発休眠期で萌芽の 1か月前から急速

に増加した。水チャネル遺伝子は、PpδTIP
の発現が‘勘助白桃’では休眠芽基部にお

いては自発休眠打破時期から、上部において

は萌芽の 1 か月前に増加しており、ADC の変

化と一致した。       

さらに‘勘助白桃’を用い、休眠期間中の温

度変化、すなわち高温と低温の交互遭遇が休

眠覚醒及び休眠芽の発育に与える影響を精

査した。その結果、MRI 解析からスピン－ス

ピン緩和時間（T2）が芽の上部（花器－茎頂

部、鱗片部等）で高まることを明らかにした。

アクアポリン遺伝子の発現は高温で強く誘

導され、低温によって抑制されることを繰り

返した。このように急激な温度変化によって

極端に休眠芽基部から水の移動が誘導され、

その結果、異常発育をもたらす要因となると

示唆できた。 

（3）発芽不良現象の解明と低温要求性の異

なる核果類台木の選抜・穂木の休眠打破に及

ぼす影響：ニホンナシ ‘豊水’休眠芽のネ

クロシス発生の要因解明に関して、休眠打破

のための低温遭遇開始時期を異なる 3段階を

設定して、休眠芽の温度感応について精査し

た。すなわち、‘豊水’ポット植え樹につい

て暖冬条件を想定した低温（≦7.2℃、600 時

間（CH））に秋季から冬季にかけて遭遇させ

た後、16℃以上に制御した温室内へ搬入する

区、低温遭遇を 1カ月間回避（16℃以上の温

室内）後に低温遭遇させて、再び温室内に搬

入する区、同様に低温遭遇回避を 2カ月間行

い、低温遭遇後に温室搬入する区を設けた。

これらは、同一の個体を用い2005年から2009

年まで 4年間にわたり行った。以上の実験条

件で生物季節学的変化、すなわち萌芽・開花

やネクロシス発生などの調査と同時に、低温

遭遇前、0、300、600 CH、4000及び 8000 GDH

等の異なるステージの休眠芽について MRIを

用いて混合花芽中の水動態を計測、さらに走

査型電子顕微鏡(SEM）による形態学的解析を

試みた。その結果、低温処理（暖冬条件）は

自発休眠打破には有効であったが、低温遭遇

の開始時期が遅れるほど発芽不良・花芽のネ

クロシス現象が多発する傾向であり、混合花

芽の基部の形態学的変化により異常小花形

成、すなわち小花の数も増えた（子持ち花）。

そして暖冬条件が累積するほど花芽のネク

ロシス現象が早く発生した。本研究の条件下

では休眠中の小花の増加は開花数の増加を

もたらさなかった。一方、水動態の MRI観察

から、十分に低温遭遇した樹の休眠芽に比べ

て、特に処理樹の鱗片の自由水(T2)・水分含

量(PD)とも明らかに低位であることが判明

した。加えて、暖冬条件下の経年履歴が長く

なるほど休眠芽基部において PD 値および T2
値が局所的に増加しており、その増加が子持

ち花の形成と関連し、また、休眠芽内におけ

る求頂的水移動の支障がネクロシス発生と

関係すると推察された。 

低温要求性の異なる 3種の台木及び穂木品

種を組み合わせた４年生モモ樹について、切

り枝を用いて－10℃での凍害の発生程度の

推移と台木による差異について検討を行っ

た。その結果、凍害発生程度には時期及び台

木による差異が認められた。一方、台木の穂

品種の生育に及ぼす影響を明らかにするた

めに、低温要求性の低い‘オキナワ’、中程

度の‘ティムピータオ’および高い低温要

求性を有する‘チュイルンタオ’の 3種の台

木と低温要求性の異なる穂品種を組み合わ

せた 3年生モモ樹について、開花期、発芽期、

樹の生育等の差異を検討した。この結果、開

花期等に及ぼす台木の低温要求性の差異は

軽微であると推定された。穂品種の休眠覚

醒時期に及ぼす影響をみたところ、‘オ

キナワ’台でわずかに低温要求時間が

短くなることが判明した。 
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