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研究成果の概要（和文）：黄砂とともに風送される微生物群（黄砂バイオエアロゾル）を、黄砂

発生地（タクラマカン砂漠）および飛来地（珠洲、立山等）の高度 1000ｍ—3000m で採取した。

分離培養法および遺伝学的分析手法を駆使して、黄砂バイオエアロゾルに優占する種を突き止

め、優占種が飛来地に沈着するとともに、ヒト健康影響および生態系の動態に関わっている可

能性を明からにした。ただし、優占種以外の微生物種（非優占種）には、数百種が含まれるこ

とが分かり、その生態学的および生理学的特徴は推測に留まる。 
 
研究成果の概要（英文）：Microbial communities transported by Kosa dust events were directly 
collected at high altitudes by sophisticated sampling techniques using a balloon and an 
aircraft, over the China desert area and the Noto Peninsula in Japan. The air samples 
mainly contained the genera Bacillus and Staphylococcus that were thought to disperse 
to downwind ecosystems and influence human society. Minor microbial communities were 
composed of over hundreds species and their roles in ecosystems have to be investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
黄砂鉱物粒子と挙動をともにするカビや

細菌（黄砂バイオエアロゾル）が、生態系（動
植物や微生物）および人健康へ与える影響に
ついて強い関心が寄せられ、大気中の微生物
を対象とした研究が国内外で盛んになって
きた。現在、少数の研究グループが疫学的調
査、動物実験および野外調査をすすめ、黄砂
に付着する微生物が気管支炎を引き起こす
危険性を示した。バイオエアロゾル研究は、
特にヨーロッパおよびアメリカで盛んであ

り、アフリカ大陸由来の砂塵によって微生物
が水平に数百 kmから数千 kmの空間を浮遊し
拡散するプロセスが解明されつつある。しか
し、アジアでは、病院や家屋内に浮遊する微
生物に関して空気浄化技術を講じる研究が
主流であり、自然大気に浮遊する細菌群につ
いては、大気エアロゾルの捕集に高度な技術
を要するため、核心的な報告例は少なかった。 

申請の前段階では，申請者は、黄砂サンプ
リング調査において、中国敦煌（発生源）お
よび珠洲（飛来地）の上空（高度 1000ｍ）か
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ら黄砂バイオエアロゾルを入手し、耐塩細菌
の 馴 化 培養 法 によ って 、 大気 微 生物
（Bacillus 属の種）を分離していた。「耐塩
細菌を標的とした黄砂バイオエアロゾルの
分析手法」は、極めて画期的であり、大気微
生物の生態調査研究に役立ち、国際的な研究
成果を発表しつつあった。 

さらに，黄砂粒子に付着する特定の細菌粒
子（Bacillus属の種）を蛍光顕微鏡観察によ
って検出する技術(FISH法)を確立し、環境中
への細菌の拡散状態を探る前段階にもあっ
た。しかし、分離されていない細菌種やカビ、
ウイルスなどの長距離輸送が、顕微鏡観察に
よって判明していた。そこで、観測サイトを
増やし、新たな調査手法（航空機，船舶や積
雪）で採取した黄砂試料を用いて、より多種
多様の大気微生物群を対象にした検出技術
開発を行うため、本研究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
（１）複数の観測サイトで大気観測を実施し、
上空を漂う黄砂鉱物粒子を直接採取する。 
（２）採取した黄砂試料を、「耐塩微生物を
標的としたバイオエアロゾル分析手法」を用
いて解析し、大気微生物を分離し、同定する。 
（３）分離株の機能遺伝子（病原性および代
謝機能性）を解析し、長距離輸送を実証する
とともに、生体影響を検証する。 
（４）長距離輸送される微生物種の遺伝子識
別系(FISH法)を構築し、微生物の自然環境へ
の分布状態を解明する。 
(５)海洋試水への黄砂添加する船上船舶実
験を行い、微生物生態系への影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）バイオエアロゾルの捕集調査 
中国敦煌市，および能登半島珠洲市、熊本

県天草市において，エアポンプを搭載した係
留気球を上空 600 m から 1000m にまで上げ，
孔径 0.2 µm のポリカーボネート製フィルタ
ー上にエアロゾルを吸引捕集した(大気量
700L-1400Ｌ) (図 1)。一方，珠洲市あるいは
金沢市上空から日本海沖合にかけて，エアポ
ンプを搭載した航空機およびヘリコプター
を飛行させ，高度 2000ｍから 4000ｍにおい
てエアロゾルをフィルター上に吸引捕集し
た（大気量 1400Ｌ）。 

富山県立山・室堂平（36.6 ˚N，137.6˚E，
2450 m：毎年 4月）において，積雪表面から
地表表面まで深さ 6 m程度の雪壁面を整形し，
秋から春まで降り積もった雪の壁面から，
「黄砂粒子が含まれる積雪試料」を採取した。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）耐塩微生物を標的とした分離培養 
大気粒子試料を液体培地に懸濁し、寒天平

板法および希釈培養法よって細菌および菌
類の分離と計数を行った。懸濁液を、NaClを
高濃度で含む液体培地で集積培養し、耐塩微
生物を選択的に分離した。分離株の 16S rDNA
および 18S rDNA 核酸塩基配列（それぞれ細
菌およびカビに普遍的に存在）を遺伝系統分
類学的（PCR-DGGE 法•クローニング法）に解
析し、種を同定した。細菌株の保存性の低い
遺伝子配列(gyrB および LecN 遺伝子)を解析
し、株レベルで配列を比較し、長距離輸送を
詳細に検証した。 
培養できない微生物群を解析するため、エ

アロゾル試料から抽出したゲノム DNAを鋳型
に 16SｒDNA を PCR 増幅させ、クローン解析
によって細菌種組成を系統分類解析した。 
（３）分離株を用いた生体への影響評価 

病原性遺伝子（毒生産遺伝子検出：TaKaRa 
B. cereus (CRS gene) PCR Detection Kit）
を検出し、解析し、生体影響を検討した。マ
ウスアッセイを用いて免疫系への影響を評
価した。また、醗酵微生物の近縁種が多く分
離されたため、醗酵食品（納豆）を製造し、
ヒトの食生活との関わりを検討した。 
（４）輸送種の遺伝学的識別手法の確立 

分離株およびエアロゾル懸濁液から得ら
れた rDNA 塩基配列をもとに、黄砂バイオエ
アロゾルに特異的な核酸プローブを作成し
た。核酸プローブを用いて、蛍光顕微鏡下で
環境試料中から特定細菌群を識別できる検
出系（FISH法）を構築し、高高度における輸
送細菌群の分布を調査した。 
（５）微生物生態系への影響評価 

船舶を利用した海洋調査において、採取し
た海水サンプルに黄砂鉱物粒子を添加し、船
舶中で培養実験を行った。試料中の微生物種
組成、栄養塩および微量元素の動態を、分析
化学的（吸光度測定、発光分析）と分子生物
学的（クローニング法）を用いて評価し、大
気から海面へ沈着する微生物種を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）バイオエアロゾルの捕集調査 

中国敦煌での係留気球を用いたバイオエ
アロゾル捕集調査を、2010 年から 2012 年の



 

 

毎年 9 月に合計 10 回実施した。珠洲および
金沢では、航空機および気球を用いた捕集調
査を、2010年から 2013年の 3月-5月にかけ
て計 15 回行った。北京、ソウルおよび天草
では地上でのエアロゾル試料採取調査を行
った。立山での積雪調査は、毎年 4月の山開
きにあわせて計 3回実施した。 
（２）耐塩微生物を標的とした分離培養 

大気中の微生物の生存を確認するため，フ
ィルター上の粒子を懸濁させた 0.9%NaCl お
よび積雪試料の融解液を Trypticase soy 
broth(TS)液体培地に接種し，集積培養した。
その結果，微生物の成長が確認されたため，
高度数百ｍから数千ｍの大気中で微生物が
生存することが明らかになった。 

エアロゾルの懸濁液あるいは集積培養を
TS寒天培地に塗沫し，細菌株を分離したとこ
ろ，全 77株が得られた。敦煌市上空 800ｍか
ら 34 株（敦煌株）が分離され，珠洲市上空
800ｍおよび 3000ｍから 22株（珠洲株）が分
離され，立山積雪層から 21 株（立山株）が
分離された。分離細菌株の 16S DNA核酸塩基
配列情報を用いて，細菌種組成を解析したと
ころ，調査地点にかかわらず，細菌株の大部
分 は Firmicutes 門 に 属 し ， 残 り は
Acinetobacter 門あるいは Proteobacteria
門に属した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Firmicutes門の Bacillus subtilisグルー

プに属する細菌 31 株について，地域分布の
指標となる DNA gyrase (gyrB) 遺伝子の核酸
塩基配列を解析したところ，立山、金沢及び
敦煌で分離された B.subtilis 株は、既知細
菌の中でも非常に近縁のクラスターを形成
した (図 3)。従って、黄砂発生地および飛来
地の黄砂鉱物粒子上の細菌は、株レベルで近
縁であり、B.subtilisが、黄砂による長距離
輸送細菌種である可能性は極めて高い。 
一方、エアロゾル試料から直接抽出したゲ

ノム DNAをクローン解析したところ、黄砂が
飛来した高高度の試料では、80％のクローン
が B. subtillisと近縁あるいは同種となり、
Firmicutes門に属した。これに対し、非黄砂
時には、クローンの 60％が Proteobacteria
門に属した。従って、黄砂の飛来によって、
大気中の細菌種組成が変動することが判っ
た。また、次世代シーケンサーを用いて多量
の遺伝子配列（10000 リード）を解析したと
ころ，黄砂飛来時の試料では、B. subtilis

以外の残り 20%のクローンに多種多様な細菌
種が含まれ、今後、非優占種の環境•健康影
響などの評価が求められる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

（３）分離細菌の生理生体への影響評価 
B. subtilisは，日和見感染細菌であるが，

納豆菌としても知られている。そこで，納豆
の製造手法に従い，B. subtilis の細菌株を
用いて大豆の醗酵能力を検証したところ，大
豆は粘性を示し，納豆のにおいを醸し出した
(図 4)。また、使用した株ごとに、粘り成分
であるポリグルタミン酸の含有量が異なり、
味も違った。大陸由来の大気中微生物が食材
に混入し，納豆などの伝統醗酵食品の製造に
関与してきたとも推測できる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
高高度の大気中から分離培養した数種類

の微生物（担子のう菌，グラム陰性細菌）を
マウスの呼吸器系に暴露すると、従来のアレ
ルギー反応が 10倍に高まることが分かった。
また、アレルギーを増悪させる微生物群は、
黄砂が発生すると 10 倍から 100 倍の細胞密
度に増大し，2011年 5月のように黄砂が長期
化すると，その高い濃度を数日間維持する。
一方、毒性物質を合成する遺伝子（セレウリ
ド合成遺伝子）は検出されず、毒生産する細
菌は風送されなかったか，細胞密度が低かっ
たと言える。 
（４）輸送種の遺伝学的識別手法の確立 

B.subtili を特異的に標識する蛍光核酸プ



 

 

ローブを、黄砂鉱物粒子（珠洲上空 3000ｍか
ら採取）にハイブリダイズさせたところ、落
射型蛍光顕微鏡下で、鉱物粒子上の大部分の
細菌細胞が蛍光標識されたのが確認された
(図 5)。これより、立山積雪中から採取した
黄砂鉱物粒子上には、B.subtilisの細胞が優
占していたと見なせる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本検出手法を使って、黄砂飛来時の珠洲市

上空 3000m で採取したエアロゾル試料から
B.subtilisの細胞を検出し、計数した。その
結果、105cells/m3 のオーダーで B.subtilis
が浮遊し、鉱物粒子上の 80%が本種であるこ
とが判明した。また、定量 PCRでの測定でも
概ね同様の結果が得られ、黄砂飛来時の上空
には B.subtilis が優占すると見なせ、クロ
ーニングの結果と一致した。 
（５）微生物生態系への影響評価 

立山積雪層から採取した鉱物粒子及び融
解水を、北西太平洋にある遠州灘及び熊野灘
で採取した海洋試水に添加し、2011 年から
2012年の間に 4度の船上実験を実施した。採
水地点には、一定量の溶存反応性リンが常に
存在する一方、硝酸窒素の濃度は低く低栄養
海域であった。特に、2012年 5月の海洋調査
では、海水中には極めて低濃度の硝酸窒素し
か含まれていなかった。そのため、硝酸窒素
を含む黄砂試料を海水試水に添加すると、試
水中の硝酸窒素が増加し、大型の植物プラン
クトン（珪藻）の増殖が促された。従って、
硝酸窒素が枯渇した海域において、黄砂の沈
着が窒素の供給源となり得る。 

黄砂試料を海水に添加すると、細菌数が顕
著に増大した。細菌は、黄砂に含まれる有機
物（黄色物質）を消費して増殖したか、黄砂
に付着した細菌そのものが海水に入り込み
増殖したと考えられる。増加した細菌の種組
成を検討したところ、Alphaproteobacteria 
および Cyanobacteria門のように海洋に生息
する細菌種が検出された。一方、Firmicutes
門のように、鉱物粒子に付着する微生物群も
検出された。従って、黄砂の沈着が、海洋の
微生物のバイオマスを増やし、その種組成を
変動させると推察できる。 
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