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研究成果の概要（和文）：本研究では、内部の原基を過冷却させることで凍結傷害を防ぐブドウの冬芽が早春期
に耐寒性を失うメカニズムの解明を試みた。十勝地域で栽培されているブドウ品種‘山幸’の冬芽は2月下旬か
ら耐寒性を低下させるが、4月上旬にその低下速度が速くなり、5月上旬の芽吹きと共に耐寒性を失った。我々
は、耐寒性を失いつつあるブドウの冬芽を観察することで、4月上旬と芽吹き時期に、それぞれ、新梢から冬芽
内部へ続く道管を介した通水の開始と新規の大径の道管形成が起こることを確認した。これらの結果は、冬芽の
外から原基の中への凍結の伝播が起こりやすくなることが、この時期の段階的な冬芽の耐寒性低下をもたらすこ
とを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Winter buds of grapevines adapt subfreezing temperatures by supercooling. In
 this study, we attempted to elucidate the mechanism by which grape buds lose their freezing 
resistance in early spring. Winter buds of 'Yamasachi' variety grown in the Tokachi region gradually
 declined their freezing resistance from late February. Then, a temporal increase of the decline 
rate was observed in early April, and the buds lost their freezing resistance in early May at the 
same time with budburst. We observed that the initiation of xylem water transport from twigs to bud 
primordia and the formation of new vessels with larger diameter in buds occurred in early April and 
during budburst, respectively. These results suggest that enlargement of the ice propagation pathway
 from the outside to the inside of winter buds led to a stepwise decrease in freezing resistance of 
grape buds in early spring.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ブドウ　耐寒性　脱馴化　冬芽　過冷却　組織構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ブドウの冬芽が芽吹きの時期に耐寒性を失うことは良く知られており、寒冷地域で栽培されるブドウでは、しば
しば晩霜害が発生する。ブドウの冬芽が晩霜害を受ける際は、枝から冬芽へと凍結が伝播することは過去に報告
されていたが、芽吹き前後で冬芽の耐寒性が劇的に変化する機構については未解明であった。本研究の結果は、
道管を通る冬芽内への凍結の伝播しやすさの変化が冬芽の耐寒性喪失に関与することを強く示した。さらに、冬
芽と隣接する枝の組織に、未同定ではあるが、凍結の伝播しやすさを決める構造物が存在することを確認した。
この構造物を同定し、その特性を変えることができれば、ブドウの晩霜害の低減につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、道東や道北で新たなワイナリーが設立されるなど、北海道の醸造用ブドウ栽培地がより

寒冷な地域に拡大している。これらの地域では、冬季の耐寒性が栽培品種の選択に強く影響し、
また、厳冬期に高い耐寒性を示す品種であっても、耐寒性が気温の上昇に伴って低下する脱馴化
の時期に高い凍霜害リスクが存在する。ブドウで凍霜害が発生するときには、初めに冬芽が傷害
を受ける。しかし、ブドウだけではなく、樹木の冬芽が脱馴化の過程で耐寒性を低下させるメカ
ニズムはほとんど明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「ブドウの冬芽が脱馴化過程でどのように耐寒性を失うか」を課題の核心をなす

問いとし、その解明を目指した。氷点下温度に晒されたブドウの冬芽は、内部のシュート原基を
過冷却させることで凍結を回避しており、いったんシュート原基の一部で凍結が開始すると、直
ちに凍結は器官内全体に広がり、シュート原基は致死的な傷害を受ける。シュート原基の凍結は、
冬芽の外から原基内への凍結の伝播、もしくは、原基内で自発的に生じる氷核形成のいずれかに
よってもたらされる。今回は特に、冬芽の外からの凍結の伝播に注目した。厳冬期に採取したブ
ドウの冬芽では、冬芽と新梢の境界付近の組織が凍結の伝播を防ぐバリアとして働くと考えら
れている。そこで、材料として、高耐寒性種間交雑ブドウ品種‘山幸’を用いて、この冬芽と新
梢の境界付近の組織において、脱馴化過程で冬芽の外から原基内への凍結の伝播が起こりやす
くなるような構造変化が起こるのか否か、さらに、その構造変化がどのようにブドウ冬芽の耐寒
性変化に影響を与えるのかを検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）材料と脱馴化処理：北海道池田町ブドウ・ブドウ酒研究所の圃場で栽培されている高耐寒
性種間交雑ブドウ品種‘山幸’を材料として用いた。屋外の圃場で起こる脱馴化過程について調
べる際には、2 月上旬から 4 月上旬まで 2～4 週間おきに圃場に冬芽の付いた新梢を採取し、採
取した新梢は氷の上に置いて実験室まで持ち帰った。インキュベータ内での人為的な脱馴化処
理には、2月上旬に採取して-7℃に設定した冷凍庫で保存した‘山幸’の新梢を冷凍庫から出し
て用い、水を含ませたロックウールに挿して 20℃に設定したインキュベータ内に最大で 15 日間
静置することで脱馴化処理を行った。 
（2）冬芽の耐寒性評価：ブドウの冬芽は、シュート原基の過冷却が破れ、凍結する際に致死的
な傷害を受ける。そこで、冬芽の耐寒性は、示差熱分析でシュート原基の過冷却が破れる際の発
熱を検出することで評価した。冬芽を 1つ含むように新梢の小片を切り出し、パラフィルムで冬
芽の表面に熱電対の測温接点を固定した。その後、新梢の小片をプログラムフリーザで 5℃/h の
速度で冷却し、冷却過程で起こる冬芽の温度変化をもとに、シュート原基の凍結温度を決定した。 
（3）免疫染色による冬芽と新梢の境界付近のペクチン堆積の観察：2 月上旬に採取して-7℃で
保存していた新梢と 15 日間の脱馴化処理を行った新梢からそれぞれ冬芽を切り出し、その縦断
面切片を2種類のモノクローナル抗体LM19、LM20を用いて免疫染色して蛍光顕微鏡で観察した。 
（4）新梢から冬芽へと続く道管形成の観察：圃場から採取した直後の冬芽および脱馴化処理を
行った冬芽について、基部付近の横断面切片を偏光顕微鏡で観察することで二次壁を持つ細胞
の存在を、基部付近の縦断面切片をフロログルシノール染色して光学顕微鏡で観察することで
細胞壁にリグニンが沈着した細胞の存在を確認した。また、新梢の組織を少し残して冬芽を切り
出し、新梢側からフルオレセイン溶液を 20℃で 16 時間吸収させることで、新梢から冬芽のシュ
ート原基への通水の有無を確認した。厳冬期に採取した冬芽については、基部の透過型電子顕微
鏡観察も行った。 
（5）通水経路に存在する構造物内の微小孔径の評価：冬芽のシュート原基にフルオレセイン溶
液を吸収させたものと同様の方法で分子量およそ 1,500 までのポリエチレングリコール（PEG）
を含む溶液を吸収させた。その後シュート原基のみをカミソリ刃を用いて切り出し、そこに含ま
れる PEG の分子量を MALDI-TOF 質量分析計によって評価した。その分子量を基に、Thybring et 
al.（2018）に示されている式からシュート原基内に移動した PEG の最大径を求めた。 
 
４．研究成果 
2 月上旬に-30℃程度であった圃場で生育する‘山幸’の冬芽の耐寒性は、4月上旬までに-15℃

程度まで低下した。20℃において人為的に脱馴化させた冬芽の耐寒性は、脱馴化前には-30℃程
度だったものが処理中に徐々に低下し、脱馴化処理 9 日目には-7℃程度となり、処理 11 日目に
明瞭に膨らみが観察された冬芽では耐寒性が失われた（図 1）。 
人為的な脱馴化前の冬芽と 20℃で 15 日間脱馴化処理を行うことで耐寒性を失った冬芽の基

部におけるペクチンの堆積を免疫染色により観察したところ、低メチルエステル化ペクチンを
認識する LM19 とメチルエステル化ペクチンを認識する LM20 で共に脱馴化処理前後で明瞭な染



色性の違いは見られなかった。ブドウの冬芽では、脱馴化による耐寒性の低下に細胞壁を構成す
るペクチンの変化は関わらないのかもしれない。 
ヨーロッパブドウ（Vitis vinifera）については、厳冬期に冬芽内の維管束は未分化の前形成

層細胞のみで構成されており、新梢と冬芽をつなぐ道管は分化していないことで、シュート原基
が新梢のアポプラストにある氷晶から隔離され、凍結ストレス下でシュート原基は過冷却をす
ることができるという報告がなされてきた（Aït Barka et al. 1995, Xie et al. 2018）。本研
究で用いたブドウでも同様の結果が得られると思い実験を開始したが、ヨーロッパブドウと比
べて耐寒性の高い種間交雑品種‘山幸’では、厳冬期に採取した冬芽でも、基部の維管束の中に
すでに二次壁を持つ細胞が存在し、リグニンの沈着も見られた（Kasuga et al. 2023）。しかし、
新梢から冬芽へのフルオレセイン溶液の移動は見られず、厳冬期に‘山幸’の冬芽内で見られた
リグニン沈着をした二次壁を持つ細胞は、通水機能を持たないことが示唆された（図 2）。透過
型電子顕微鏡で冬芽の基部組織を観察したところ、二次壁を持つ細胞の内部に細胞小器官が見
られ、厳冬期の冬芽内の道管要素ではまだ細胞質や細胞小器官の分解は起こっておらず、そのた
めに通水が起こらないものと考えられた。圃場で生育するブドウでは 4月上旬に、20℃で脱馴化
処理した冬芽では処理開始か
ら 7～9 日目に、新梢からシュ
ート原基へのフルオレセイン
溶液の移動が開始した（図 2）。
このことから、この時期に冬
芽の道管が機能を獲得したも
のと考えられる。冬芽の耐寒
性は脱馴化過程で徐々に低下
したが、新梢から冬芽内部へ
続く道管を介した通水の開始
と同時期に、その低下速度が
上昇した。この結果は、道管の
通水機能獲得により冬芽の内
外での凍結の伝播がしやすく
なったことが、脱馴化速度の
上昇に関与することを示唆し
ている。 
氷点下温度で過冷却をする

樹木の冬芽において、新梢と
冬芽のシュート原基との間の
道管は凍結の伝播の経路とな
り得ることから、これまで、道
管の機能獲得と共にその冬芽
は耐寒性を失うと考えられて
きた（Ashworth 1984）。しか
し、‘山幸’の冬芽では、道管
を介した冬芽内への通水が開
始しても、冬芽は-7～-15℃程
度まで過冷却状態を維持する
ことができた（Kasuga et al. 
2023）。このようなことが起こ

図 1 20℃での脱馴化処理期間と‘山幸’の冬芽の成長再開。 

図 2 フルオレセイン溶液の吸収試験による道管の通水機能
の観察。厳冬期に採取した冬芽では、4℃で 9 日間処理した
冬芽や 20℃で 5 日間処理した冬芽と同様に、シュート原基
内からフルオレセインの蛍光は見られなかった。矢頭は、維
管束からの蛍光を示す。スケールバーは 3 mm。 



るためには、通水経路の途中に最大径が 10 nm 未満の孔を持つ何らかの構造物が存在する必要
がある（Ashworth and Abeles 1984）。20℃で脱馴化処理をした冬芽に、新梢からフルオレセイ
ンと共に蛍光色素テキサスレッドを結合した分子量がおよそ 70,000 のデキストランを吸収させ
た。フルオレセインと分子量 70,000 のデキストランの分子直径はそれぞれ 1 nm と 12 nm 程度
である（Thybring et al. 2018）。フルオレセインの冬芽内への移動は脱馴化処理 7日目から始
まったが、処理 9 日目までデキストランの赤い蛍光は冬芽と新梢の境界の手前で止まり、冬芽内
への移動は、冬芽が膨らみ始め耐寒性を失ったのと同時期の脱馴化処理 11 日以降に見られた。
この結果は、新梢から冬芽内への道管を介した通水が始まってから芽吹きが起こるまでの間、通
水組織内のデキストランの移動が止まった位置に水や径の小さな分子の移動は許すものの凍結
の伝播は防ぐ構造物が存在することを示す。この構造物に存在する微小孔の最大径をより正確
に調べるために、脱馴化処理 7日目と 15 日目の冬芽に分子量がおよそ 1,500 までの PEG を吸わ
せ、単離したシュート原基から得られた抽出物を用いて質量分析を行ったところ、処理 15 日目
には m/z が 1,500 程度の PEG に関連するイオンも検出されたのに対して、処理 7 日目のシュー
ト原基の抽出物からは、m/z が 550～650 程度のカリウム付加イオンよりも大きい PEG 関連イオ
ンは検出されなかった。このことは、道管を介した通水経路に存在する構造物内の微小孔径の最
大径は 1.5～2 nm であることを示唆している（Thybring et al. 2018）。今のところ、通水経路
内で直径がおよそ 12 nm であるデキストランの移動を制限する構造物が何であるのかは明らか
にできていない。現在、その同定を目指した実験を進めている。 
20℃で脱馴化処理を行った‘山幸’の冬芽の基部において、1つの維管束あたりに含まれる二

次壁を持つ細胞の数は、脱馴化処理前から処理 11 日目まではほとんど変化は見られなかったが、
処理 13 日目から有意に増加した。また、処理 13 日目以降に新たに作られた二次壁を持つ細胞は
処理 11 日目までに存在していた細胞と比べて放射方向に長く、横断面切片で見られる内腔の長
径は、11 日目までのものに比べて 2 倍程度にもなった。維管束内で見られる二次壁を持つ細胞
は道管要素であると考えられるが、大径の道管が形成されるのとほぼ同じ時期にシュート原基
内へ直径がおよそ 12 nm のデキストランの移動が見られるようになったことから、新たに形成
された大径の道管は凍結の伝播を防ぐ構造物を持っておらず、内部を容易に凍結が伝播するこ
とができるために、大径の道管が形成される芽吹きの時期に‘山幸’の冬芽は耐寒性を失ったの
ではないかと考えている。 
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