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研究成果の概要（和文）：冬、氷点下では植物体の温度もマイナスになる。寒さに強い果樹等は組織の凍結をど
う制御しているのかよく判っていない。凍結生存戦略の動態・仕組の解明のため、赤外線サーモビュアとMRIを
用いて凍結過程を非破壊的に観察できる凍結可視化法を開発し観察を行った。植物は種や組織により、凍る順番
や凍結・未凍結部位が詳細に決まっており（ブルーベリー枝は皮層部から凍結開始）、その決定因子として組織
の氷核活性（凍らせる能力）が重要で、その組織分布と凍結順位には高い相関があること、氷核活性は季節変動
し、センサーのように凍結温度を検知して凍結を必要部位に誘発する機能を持つ事などが判った。氷核活性の物
質的特徴等を解析した。

研究成果の概要（英文）：Diversity and mechanisms involved in freezing behaviors of cold hardy plant 
tissues remain unknown. To address this question, we attempted to develop non-invasive methods that 
allow visualization of freezing behaviors in plant tissues using MRI and infra-red thermography. 
These methods enabled to clarify tissue- and species-specific freezing behaviors (freeze 
autonomously or remain stably unfrozen) and the order of freezing among tissues. These traits were 
closely related to the distribution of ice nucleation activity (INA), the ability of cause 
heterogeneous ice nucleation, in the tissues. Tissue INA reached the maximal just before the first 
autumnal frost and likely functions as the freezing sensor that allows to induce freezing in 
appropriate places and timing. 

研究分野： 植物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
植物の最大成分は水で、凍結ストレスは細

胞内の凍結を引起こしうる過酷なストレス
である。寒さに強い植物は組織の凍結にどう
対応しているのだろうか。申請者らの研究に
より、耐寒性の高い越冬植物組織では、この
凍結ストレスに対して組織及び種に固有の
凍結挙動（凍結に対する反応）を示し、耐寒
性の重要な機構であることが判っている。例
えば、木本皮層組織では細胞外凍結（細胞間
隙に氷晶が生成し、細胞内液は細胞外に急速
に移動し凍結、細胞は脱水される）、花芽、
葉芽などでは器官外凍結、木部放射柔細胞で
は深過冷却（-20～-40℃まで凍らない）とい
う凍結挙動（凍結様式）が見られる。 

しかし、果樹等の越年生植物の冬芽や枝な
ど、複雑な植物器官の凍結過程や凍結挙動の
詳細やダイナミックな動態（実際にどのよう
にして植物組織が凍り始め、凍結伝搬、或い
はブロックされるかなど）は、凍結自体が非
常に早い現象のため、良い解析手法がなく、
詳細に解析した例は殆どない。また、種や器
官による凍結様式の多様性やそれを支配す
る要因は、重要な耐寒性機構であるにも拘ら
ず、殆ど不明である。近年、温暖化により低
温馴化不足や春の早すぎる芽の動き出しで、
温帯性果樹等の凍霜害が頻発するが(文献①)、
有効な対策がない。この解決にも凍結の実態
とその制御機構解明が重要で、植物の凍結現
象の実態把握のため、凍結挙動の詳細を解析
できる手法開発・最先端化が必須である。 

そこで、本研究では MRI 可視化法と近年、
感度向上の著しい赤外線(IR)サーモビュアを
利用して、複雑な植物器官の凍結過程や凍結
挙動の詳細や動態の可視化解析を目指す。
様々な植物種の器官を解析し、凍結挙動の多
様性や特徴、その機構の解明を目指す。 

凍結挙動の支配因子としては、どこから凍
り始めるか決定する氷核活性が重要である
が、植物組織の内生氷核活性の実態は殆ど不
明である。着生する氷核活性細菌が重要とい
うのが従前の定説であった(文献②)。まず植
物の氷核活性の特性や組織分布とその機能
解明が重要と考えられた。 

 

２．研究の目的 
果樹等の高耐寒性植物がどのようにうま

く制御しながら凍るか解明するため、本研究
では、①植物の素早い凍結過程を非破壊可視
化できる高感度の新手法を開発する（MRI

や赤外線（IR）サーモビュア等による示差熱
可視化法等）。②新手法を用いて越冬植物組
織の凍結・伝搬の動態・秩序や構成組織、季
節、馴化や耐寒性の強弱による凍結挙動の相
違を可視化解析する。③凍結挙動を支配する
植物の内生氷核活性に着目し、詳細な特徴や
組織分布、凍結挙動における役割を解明する。
ダイナミックな凍結動態と制御因子（内生氷
核活性）を解明し、果樹等の耐寒性増強や凍
霜害機序解明や凍霜害回避法開発に資する。 

３．研究の方法 
(1) IRサーモグラフィによる植物の凍結挙動
の非破壊可視化解析 
ブルーベリー枝を-6ºC のフリーザー内に

入れ、凍結過程をデジタル IR サーモグラフ
ィ（FLIR Systems ThermaCAM SC/B660）を用
いて 1 画像 /秒で撮影した。ThermaCAM 

Researcher を用いて、撮影熱画像を Base image 

(n)として二種類の画像解析を行った(n は秒
数)。Referential image (n) = Base image (n) – 

Base image (152s)。 Differential image (n) = 

Base image (n) – Base image (n-1)。 

 

(2) MRIによる凍結挙動の非破壊可視化解析 
高分解能 MRI は、温度可変装置を装備した

Bruker DRX300 を用いた。主にプロトン密度
画像を撮った。冬芽や枝等を 10mm 管に挿入
し、約 5℃／時で冷却し、各温度に 10 分間放
置後、撮像した（128x128 の解像度で 8 回積
算：解像度 78m）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)植物組織の氷核活性測定 
 冬芽、枝等の各組織の氷核活性は、試験管
法により測定した（図１）。冬芽を各パーツ
（芽鱗片、小花、葉原基等）に分解し、クリ
ーンベンチ内で各試料をオートクレーブ滅
菌した試験管（水 2mL）に入れ、透明の蓋を
した。試験管を水槽（エチレングリコール
40%v/v）に浸漬し、1℃ずつ段階的に冷却し、
各温度で 20 分放置後に凍結した試験管数を
カウントした。一試料につき 40 反復（試験
管本数）とし、氷核活性は半数の試験管が凍
結した温度(凍結温度の中央値)で表した。ミ
リ Q 水の凍結温度中央値は－18℃（2 mL 系）
であった。この手法は植物小試料の氷核活性
を再現性よく測定可能である。 
 
４．研究成果 
(1) IRサーモグラフィによる植物の凍結挙動
の非破壊可視化法の開発と凍結挙動の解析 
 サーモグラフィは、凍結に伴う潜熱の試料
表面からの放射を画像として捉えて植物の
凍結過程を非破壊可視化動画観察する。主に
含水量の高い夏の葉などの凍結過程観察に
利用されてきた(文献③④)。含水量の少ない
冬の植物を材料とした研究例は少ない。 

 ブルーベリー越冬枝の凍結挙動をサーモ
グラフィで可視化観察した(図２)。各画像間

図１．氷核活性測定装置の概略                                                           

略 



の差をとる Differential image は、飛躍的な感
度増加がみられ、枝の凍結が 2 段階で生じる
ことを可視化した。最初の凍結開始(156s)と
凍結伝播は、鮮明で緩速な凍結伝搬による発
熱で、それに続く同じ部位からの二回目の発
熱（171-176s）は、ぼやっとした急速な凍結
伝搬（発熱）であった（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原理的に、鮮明な現象は枝表面付近の、鮮
明でない現象は枝中心部付近の発熱に由来
すると予想された。環状除皮による実験の結
果、一度目の発熱は枝皮層部の凍結、二度目
の凍結は木部の凍結に由来することが判っ
た（図省略）。本結果は、ブルーベリー枝で
は皮層部から凍結開始し、皮層部での緩慢な
凍結伝搬が生じ、その一部がやがて木部に伝
搬し、木部の急速な凍結が進む（水分が多い
ため急速に進む）ことを示し、枝の凍結開始
は、水分の多い木部から生じるというこれま
での通説(文献⑤)と全く異なる。 

以上、本法は試料表面から遠い組織内部の
凍結や未凍結部位の解析には適さないが、早
い凍結現象を詳細に解析できる利点がある。 

 
(2) MRI による植物の凍結挙動の非破壊可視
化法の開発と凍結挙動の解析 
 MRI を用いて凍結温度下での未凍結水の
分布と密度を画像化し、複雑な植物器官でも
内部の凍結状態を非破壊的に観察できる手
法を開発した。原理は医療用ＭＲＩと同様で、
組織中の水の密度を代表するようなパラメ
ータをとる。試料中の組織水は様々な環境下
にあり、多様な長さの緩和時間をもつ。多様
な水を画像化するため、パルス間隔（Tr=1.2 s）
を長く、エコー時間（Te=7 ms）を短く設定
した。水が凍結すると T2 が Te より極端に短
くなるためコントラストが消失し、凍結水と
未凍結水を容易に区別可能である。 

 高分解能 MRI の実用解像度は 20～100μm

で組織レベルの解析には十分である。本法に
よりアメリカハナミズキ花芽の凍結解析を
行った（図 3b）。葯、胚珠だけが‐15～‐25℃
まで過冷却（白く残る部分）し、それ以外の
花芽組織は細胞外凍結することが判った（後
者は-7℃でシグナルが激減して画像から消え、
黒くなった芽鱗片等）。葯・胚珠だけが過冷
却する花芽の凍結様式は新規な発見で、凍結
部位と過冷却部位の境界バリアなど微細な
凍結制御が可視化された。一方、画像演算に
より（図 3a,c）凍結した部分も可視化可能に
なった。MRI は新現象発見や凍結制御機構、
多様性の解析に有効な手法である。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 氷核活性の植物界における分布 
 多様な植物種の各組織の氷核活性を試験
管法で検索した。熱帯性・亜熱帯性植物など
凍結感受性植物は、どの組織も氷核活性が低
いが、温帯～亜寒帯の耐寒性植物では、組織
のどこかに高い氷核活性を持つ傾向があっ
た。つまり、凍結感受性植物は凍りにくく、
寒さに強い植物は凍り易い(発表論文⑤）。 
 
(4) 植物の氷核活性の組織分布 
 越冬中の耐寒性木本植物の冬芽などの氷
核活性を調べた。器官外凍結の Ice sink（氷析
出部位）として機能し、積極的に凍結する部
位（芽鱗片等）や細胞外凍結をする枝皮層部
等は氷核活性が高いが、小花や葉原基など深
過冷却で耐寒する組織は氷核活性が低かっ
た(図 4：レンゲツツジ花芽の例)。このように
MRI 等により可視化された各組織固有の凍
結様式と組織の氷核活性には密接な相関が
見られた(発表論文③⑤)。 

ブルーベリー枝の各組織の氷核活性を調
べた。枝の高い氷核活性は、皮層部に由来し
た（図 5）。木部や髄は－9℃程度の活性しか
なかった。これは、サーモグラフィで可視化
された、ブルーベリー枝は皮層部から凍結開
始し、木部に伝搬するという枝組織の凍結順
位とよく一致した（発表論文⑧）。枝皮層部
を乳鉢で、 Homogenize して、 Differential 
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図２．IRサーモグラフィによるブルーベリー枝の

凍結過程の解析(白い部分が凍結発熱を示す) 

 

図３．MRIによるアメリカハナミズキ花芽の凍結様

式の解析。(b)は各温度での画像(白い部分が未凍

結水分布を表す),(a)は各温度間の差画像,(c)は

各画像を+1℃画像から引算したもの（発表論文②） 

 

 



centrifugation でどの細胞内画分に氷核活性が
くるか調べた。氷核活性は細胞壁画分に回収
され、細胞内の画分には、殆ど氷核活性がな
かった。本結果は細胞外凍結において細胞外
を積極的に高い温度で凍結開始させること
に合目的である。このように氷核活性の組織
分布は、組織の凍結様式や凍結順位と密接な
関連があった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 植物組織の氷核活性の季節変化と特性  
レンゲツツジ花芽とブルーベリー枝の氷

核活性季節変化を 10 年間調べた。何れも秋
の初霜直前に最も高い活性を示した(図 6、7)。
レンゲツツジ花芽は 8月末の花芽形成が終了
時点では、外鱗片にはある程度の氷核活性が
あるが、内鱗片には殆ど活性がない。しかし、
初霜が降りる 10 月下旬にかけて内外鱗片の
氷核活性が急激に上昇し最大となり、冬季間
維持される。一方、小花の氷核活性は冬季間
低い状態で保たれた。 
レンゲツツジの氷核活性は 2 種類あり、芽

鱗片のものは、121℃15 分の熱処理に耐性で
あるが、枝皮層部の氷核活性は同処理に感受

性であった。同様に、ブルーベリー枝皮層部
の氷核活性も熱感受性であった。これらの二
つのタイプがどのような物質に起因するか
は全く不明である。微生物由来の氷核活性は
すべて熱感受性なため、熱耐性のものは、植
物内生の可能性が高い。 
初霜に合わせて、組織の氷核活性が高まる

ことは、植物体内でこの物質が産生されるこ
とを想起させ、まるで初霜を予知しているよ
うで、氷核活性の役割考察上、示唆的である。
野外のリンゴの低温馴化に関する研究では、
初霜を刺激として急速に耐寒性が上昇する
ことが知られる(文献⑥)。耐寒性が不充分な
状況で最初の数回の霜を生残することが重
要で、組織の内生氷核活性はこの目的のため
に秋の初霜時に最大に達する可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 植物組織の氷核活性の役割  
植物が氷点下に曝されるとき、最初に起こ

ることは凍結開始である。凍結開始温度が低
いと氷成長速度は著しく高く、凍結開始温度
が高いと成長速度は遅い(文献⑦)。植物の凍
結開始温度が低いと（＜－7～－8℃）、氷成
長が迅速で細胞内まで凍結が進行し、致死的
な細胞内凍結を起こす可能性が高まる。耐寒
性植物組織の氷核活性が高いのは、組織が凍
結温度に曝されているのをいち早く検知し
て、細胞外や特定部位の凍結開始を促進する
一種の凍結温度センサーとして働いている
可能性がある（熱帯性植物はこのセンサーが
ないため細胞内凍結を起こしやすい）。従前
の生物学的概念のセンサーとは異なるが、外
来の植氷作用がない状態でも、耐寒性植物は
自発的に凍結開始するので、実質的に凍結温
度センサーとして働く可能性が高い。氷核活
性の組織分布は、組織の凍結様式と深い相関
がある。細胞外凍結する組織の細胞間隙や器
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図５ブルーベリー枝の氷核活性の組織分布（A,B）

と－10℃での氷結晶分布（C）発表論文⑧ 

図 7．ブルーベリー枝氷核活性の季節変化。発表論文⑦ 
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図４．レンゲツツジ花芽の氷核活性分布（B,C）と－

15℃での氷結晶の分布（A）。芽鱗片内に多数の氷結晶

がみられる。芽鱗片と枝皮層部の氷核活性は高く、小

花は低い。発表論文③⑤ 

 

図 6．レンゲツツジ花芽の各組織の氷核活性の季節変化

とオートクレーブ処理耐性（121℃15分）。発表論文③ 

 



官外凍結で Ice sink として機能する芽鱗片等
は、高い氷核活性を有して、高い凍結温度で
必要部位の凍結を開始させていると考えら
れる。一方、細胞内部や器官外凍結で過冷却
状態を維持している小花などの組織は、凍結
回避の目的で氷核活性が低い。このような氷
核活性の組織による特異的分布が、凍結部位
や凍結する順番を制御して、一連の凍結様式
につながる凍結開始や発生した氷と水の蒸
気圧差による水の移動を誘発し、種、組織固
有の凍結様式の成立に寄与していると考え
られる。確実に必要組織を高い温度で凍結さ
せるため、高い氷核活性が局在し、凍結温度
センサー機能を果たしている。 
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