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研究成果の概要（和文）：我々は黄砂とPM2.5発生時に能登半島でバイオエアロゾルを捕集し、またゴビ沙漠で
も捕集した。バイオエアロゾルから微生物を分離・培養して遺伝子解析を行った結果、生体影響の可能性が高い
真菌類が能登半島で16株、ゴビ沙漠で15株得られた。これらのうち8株についてマウスに単一、黄砂と併用曝露
を行い喘息誘導の強さを比較した結果、単一曝露ではコニオサイリュウムが最も強く、フィアロセファラとクラ
ドスポリウムがこれに続いた。併用曝露ではミリアンギュムが最も強く、コニオサイリュウムがこれに続いた。
発生源はコニオサイリュウムとミリアンギュムは能登半島の森林、フィアロセファラとクラドスポリウムがゴビ
沙漠であった。

研究成果の概要（英文）：We collected bioaerosols in the Noto Peninsula during Asian dust and PM 2.5 
events and also collected in the air of the Gobi Desert. Microorganisms were isolated and cultured 
from the collected bioaerosol and subjected to genetic analysis. The probable fungi of the 
biological effects were 16 strains in the Noto Peninsula and 15 strains in the Gobi deserts. Eight 
of these strains were subjected to single exposure to mice or combination exposure to mice with 
Asian sand dust.  The strength of asthma induction was compared. Coniothyrium sp was the strongest 
in single exposure, followed by Phialocephalea sp and Cladosporium sp. In combination exposure to 
mice, Myriangium sp was the strongest, followed by Cladosporium sp. Coniothyrium sp and Myriangium 
sp were the Noto Peninsula forests origin, and Phialocephalea sp and Cladosporium sp were the Gobi 
deserts origin in the China continent.

研究分野： 環境毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
黄砂やPM2.5には細菌や真菌類が混在しているが、人のアレルギーに影響を及ぼす可能性のある真菌が能登半島
や黄砂発生源のゴビ沙漠で各々15～16株見つかった。8株の真菌をマウスに単一と黄砂との併用曝露にて喘息誘
導の強さを調べた結果、ゴビ沙漠由来の真菌よりも能登半島の森林由来の真菌2株に気管支喘息を強く誘導する
ことが分かった。これらの結果から、日本の森林に由来する真菌を監視し発生を防ぐことによって喘息の予防に
繋げることができるかも知れない。また、喘息に関わる真菌2株が見出されたことは医学的な学術意義が高い。
今後は喘息誘導に関わる多くの微生物を試験しアジア全体のバイオハザードマップの作成を試みたい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 黄砂やPM2.5に付着して大陸から長距離輸送されるカビや細菌などのバイオエアロゾルによ
る健康影響に対する社会的・学術的な感心が高まっている。疫学調査で報告されている黄砂や
PM2.5 による花粉症や気管支喘息の悪化が、付着している微生物成分による可能性が極めて高
い。本研究の分担者である牧らは、黄砂飛来時の大気中に細菌（LPS・PG）や真菌坦子（β-グ
ルカン）が増加することを見出した（牧ら, 2014）。しかし、どのような微生物種が花粉症や気
管支喘息の悪化に関与しているのかは明らかではない。このような背景から、人や生態に有害
な微生物種を明確にして、それらが何処から輸送されて来るのか、またどの微生物種が炎症誘
導や呼吸器に対する影響が強いのか、バイオエアロゾルの健康影響評価を行う必要性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、高度数千メートルを浮遊するバイオエアロゾルを捕集・培養し、遺伝子解析に
よって発生地や健康に有害な微生物種を見つけ出す。また、培養細胞やマウスを用いた実験研
究によって分離微生物株の炎症誘導や気管支喘息増悪度を比較し、5 段階影響評価によって有
害微生物種のランキング付けをする。 
 
３．研究の方法 
(1). 黄砂バイオエアロゾルの捕集・遺伝子解析 
①. バイオエアロゾルの捕集調査 
 黄砂や PM2.5 が飛来した能登半島先端の珠洲市において、エアポンプを搭載した係留気球を
上げ、高度 1000m の大気粒子を孔径 0.45μm のメンブランフィルター上に採取した。一方、能
登半島全域にヘリコプターを飛行させ、高度 1000m〜3000m の大気粒子をフィルター上に吸引
捕集した。さらに、黄砂発生源を浮遊する微生物と比較するため、発生源のゴビ沙漠（ツォク
トーボー市）においても、係留気球を使った観測と地上 3ｍの大気粒子を捕集する観測を施行
した。採取した大気粒子試料を DAPI（DNA 染色剤）によって染色した後、蛍光顕微鏡下で観
察することで、試料中の微生物と鉱物粒子を確認し計数した。 
②. 微生物の分離培養と遺伝子解析 
 フィルター上に捕集した大気粒子を、生理食塩水に懸濁させ、懸濁液を寒天平板法および希
釈培養法（液体培地）に使用し、室温（20℃）で培養することで、試料に含まれる微生物を分
離培養した。今回は、真菌類（カビやキノコ）用培地（Potato Dexystrose 培地） 及び細菌用
培地（Trypticase Soypeptone 培地）を使用した。得られた分離株から抽出したゲノム DNA を
鋳型として 16S rRNA 遺伝子（細菌の分類指標）および 18S rRNA 遺伝子及び ITS 領域（真菌
の分類指標）を PCR 増幅させ、各塩基配列を決定した後、遺伝子データベース（DDBJ）上の
既知配列と比較し、系統分類学的に種を特定した。 
(2). 培養細胞・マウスを用いた実験研究 
 黄砂バイオエアロゾルの微生物の中では特に真菌類がアレルギー炎症を誘導する微生物であ
ることから、本研究では真菌類を中心としてマウスの気管支喘息モデルにてアレルギー炎症の
強さを比較した。この研究では真菌類のマウス肺への単一曝露による気管支喘息誘導能（肺の
アレルギー炎症誘導能）の比較と黄砂との併用曝露による気管支喘息増悪能（アレルギー炎症
の悪化能）の比較を行った。 
①. 石川県羽咋市で採取した真菌 Lecythophora sp.のマウス気管支喘息モデル実験 
 この実験は真菌の単一曝露と黄砂との併用曝露をマウスに行う際に気管支喘息を誘導・増悪
することのできる真菌の投与量を決定するために行った実験である。真菌は 2013 年能登半島の
羽咋市上空でヘリコプターによって採取した Lecythophora sp.を用いた。この真菌を 1％ホルマ
リンで不活化して用いた。黄砂は国立環境研究所の標準黄砂を平均粒径が 0.4μm となるように
フィルターで精製し、更に黄砂付着有害物質を取除くために 360℃30 分で加熱した黄砂
（H-ASD）をこの実験に用いた。マウスの気管内への投与量は 2μg と 8μg とした。黄砂との併
用曝露は、真菌 2μg+H-ASD 0.1mg と真菌 8μg+H-ASD 0.1mg の混合液を作成し、これらを２週
間間隔で計 4 回 BALB/c 系雄マウスに気管内投与して、真菌の気管支喘息誘導能と黄砂添加に
よる増悪能を調べた。 
②. 石川県羽咋市・珠洲市で採取した 5種の真菌類の細胞培養実験 
 本実験では能登半島の珠洲市で係留気球を使って採取した Bjercandela adusta、前実験で使用
した Lecythophora sp、2015 年に羽咋市上空でヘリコプターによって採取した Coniothyrium 
fuckelii、2017 年に同市上空でヘリコプターにて採取した Cladosporium cladosporioides と
Phialocephalea sphaeroides の 5 種の真菌を用いた。これらの真菌は 1％ホルマリンで不活化して
用いた。5 種の真菌と黄砂（H-ASD）は生理食塩水で懸濁した。培養細胞は BALB/c 系雄マウ
ス由来マクロファージ様細胞株（RAW264.7 細胞）を使用した。真菌単一曝露群と、真菌＋H-ASD
の併用曝露群として、これらを RAW264.7 細胞に添加し、3 時間後に細胞を回収し、定量的
RT-PCR 法を用いて炎症性遺伝子発現量を解析した。 
③. 石川県羽咋市・珠洲市で採取した 5種の真菌類のマウス気管支喘息モデル実験 
③-1. 単一曝露実験 
 本実験では前記の細胞培養実験で使用した 5 種の真菌を用い、BALB/c 系雄マウスへの気管
内投与量はそれぞれ 2μg と 6μg とした。これらの真菌を 2 週間おきに計 4 回、気管内投与した。



最終投与翌日に屠殺し、気管支肺胞洗浄液（BALF）はサイトカイン・ケモカイン蛋白発現、
血清は総 IgE 値と肺の病理学的観察によって真菌類のマウス肺への単一曝露による気管支喘息
誘導能を比較した。 
③-2. 黄砂との併用曝露実験 
 本実験では前記の単一曝露実験で使用した 5 種の真菌を用いた。真菌の気管内投与量は 2μg
とし、これに加熱黄砂（H-ASD）を加えた併用曝露群とした。これらの懸濁液を BALB/c 系雄
マウスへ 2 週間おきに計 4 回、気管内投与した。最終投与翌日に屠殺し、気管支肺胞洗浄液
（BALF）はサイトカイン・ケモカイン蛋白発現、血清は総 IgE 値と肺の病理学的観察によって
黄砂との併用曝露による気管支喘息増悪能を比較した。 
④. 石川県羽咋市で採取した 4種の真菌類のマウス気管支喘息モデル実験 
④-1. 単一曝露実験 
 この実験には 2015 年に羽咋市上空でヘリコプターによって採取した Aspergillus niger、2017
年に同市上空で採取した Alternaria alternat と Myriangium duriaei、前年度行った実験の比較のた
めに Coniothyrium fuckeli を加えた 4 種について、BALB/c 系雄マウスにそれぞれ 2μg と 6μg を
2 週間おきに計 3 回、気管内投与して、マウス肺への単一曝露による真菌類の気管支喘息誘導
能を比較した。 
④-2. 黄砂との併用曝露実験 
 この実験では④-1. 単一曝露実験に使用した 4 種の真菌を用いた。これらの真菌 2μg、これに
加熱黄砂（H-ASD）を加えた併用曝露群とし、BALB/c 系雄マウスにこれらの懸濁液を 2 週間
おきに計 3 回、気管内投与した。最終投与翌日に屠殺し黄砂との併用曝露による気管支喘息増
悪能を比較した。 
 
４．研究成果 
(1). 黄砂バイオエアロゾルの捕集・遺伝子解析 
①. バイオエアロゾルの捕集調査 
 黄砂が飛来する能登半島（珠洲市・羽咋市）に
おいて、ヘリコプターを合計 14 回飛行させ、高度
1000m〜3000m の大気粒子をフィルター上に、30
分から 2 時間吸引捕集することに成功した。さら
に、珠洲市では、係留気球を 8 回上げ、高度 1000m
の大気粒子を採取した。大気粒子を蛍光顕微鏡下
で観察したところ、微生物様の粒子が鉱物粒子に
付着しているのが確認できた。微生物の細胞密度
は、通常の能登半島上空では 104〜105 cells/m3と低
く、黄砂発生時には 10〜100 倍に増大し（図１）、
黄砂飛来とともに微生物が風送されていることが
確認された。 
②. 微生物の分離培養と遺伝子解析 
 黄砂飛来地（能登半島）および黄砂発生源（ゴ
ビ沙漠）で採取した大気粒子試料を使って分離培
養した結果、細菌株はそれぞれ 3 株および 5 株が
分離培養でき、いずれも Firmicutes 門の Bacillus
属に分類され、種のレベルでも一致した。従って、
Bacillus 属の細菌が、黄砂とともに長距離輸送され
てきた可能性は高い。しかし、これまで Bacillus
属の細菌を動物実験に使用してきたが、アレルギ
ー等の生体影響は確認されておらず、今回は動物
実験に使用するのを見送った。 
 そこで、生体影響の可能性が高い真菌類に着目したところ、能登半島およびゴビ沙漠の大気
試料から真菌株が、それぞれ 16 株および 15 株が得られた。能登半島の 16 株の内、大分部（14
株）は Ascomycota 門に属し、残り 2 株は Basidiomycota 門に属し、11 種に分類された。一方、
ゴビ沙漠の 15 株全ては、Ascomycota 門に属し、13 種で構成された。真菌類は、細菌に較べ多
様であり、黄砂飛来地と発生地ではともに Ascomycota 門の真菌が多く大気中を漂っていたと見
なせる。Ascomycota 門には、カビが多く属し、キノコ類よりも高高度まで飛散しやすいと考え
られる。特に、Cladosporium 属、および Phialocephalea 属、Aspergillus 属、Alternaria 属の真菌
種は、黄砂発生源と飛来地において共通して分離培養された。微生物が大気中で生残するには、
紫外線、気温、乾燥等の過酷な環境ストレスに耐性を持つ必要がある。Aspergillus 属の真菌は、
分生子を形成し、耐乾性、紫外線耐性、酸塩基耐性、浸透圧ストレス耐性などさまざまな環境
耐性を持ち合わせている。Altenaria 属の真菌は、代表的な空中浮遊菌の一種であり、乾燥スト
レスに耐性がある厚壁胞子を形成する。こうした共通の真菌類が見つかった大気粒子を採取し
た観測時には、いずれも黄砂の飛来が、流跡線解析とライダー測定によって証明されている。
従って、一部の真菌類は、黄砂ともに長距離輸送されやすいと推察できる。 
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図１ 黄砂時と非黄砂時の比較：左図；LIDAR 測定した偏光解消度，
中央；気温，湿度，気圧の分布，右図；OPC測定値（折れ線）と蛍
光顕微鏡の計数値（棒グラフ）
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 さらに、動物実験にむけて、健康被害や生体影響につい
て報告のある真菌の種を選別した。分離した真菌株の内、9
株は、Lecythophora sp. (13Hk319)、 および Bjercandela adusta 
(BASZUS0801), Coniothyrium fuckelii (15H2-1), Cladosporium 
cladosporioides (17H4, 17H5-1), Phialocephalea sphaeroides 
(15H5), Aspergillus niger (15H2-2), Alternaria alternata 
(17H4-3), Myriangium duriaei (17H4-7)と近縁となり、いずれ
の種も農作物や人健康に被害のある菌種であった（図２）。 
特に、Aspergillus niger は日和見感染する菌として知られて
おり、侵襲性アスペルギルス症では高い致死率を示す。
Alternaria alternataはアレルゲンの原因になりやすい菌であ
り、アレルギー性鼻炎や気管支喘息の原因菌として知られ
ており、また植物病原菌としても報告がある。先述の通り、Cladosporium cladosporioides, およ
び Phialocephalea sphaeroides, Aspergillus niger, Alternaria alternata は、黄砂とともに飛来した可
能性が高い。よって、黄砂とともに有害な真菌も付随して風送され、人や動植物に及ぼす生体
影響が懸念される。一方、Lecythophora sp. および Bjercandela adusta, Coniothyrium fuckelii, 
Myriangium duriaei は、能登半島でのみ分離されたため、日本固有の生態系（森林）から飛散し、
黄砂と混合したと見なせる。 
(2). 培養細胞・マウスを用いた実験研究 
①. 石川県羽咋市で採取した真菌 Lecythophora sp.のマウス気管支喘息モデル実験 
 真菌Lecythophora sp.の 2μgの単一気管内投与ではマウスの気管支喘息誘発能は極めて弱かっ
た。しかし、8μg では著しい気管支喘息病態（気道周囲の好酸球性炎症）を誘発した。一方、
真菌 2μg に黄砂を添加すると気管支喘息病態が著しく悪化した。しかし、真菌 8μg に黄砂を添
加しても更なる増悪効果は認められなかった。したがって、真菌の単独投与は 6μg が適当であ
り、黄砂との併用曝露では 2μg が適当量であることが分かった。 
②. 石川県羽咋市・珠洲市で採取した 5種の真菌類の細胞培養実験 
 真菌の単一曝露ではほとんどの真菌で炎症性遺伝子発現を示さなかったが、いずれの真菌も
黄砂との併用曝露によって、炎症性遺伝子発現が高まることがわかった。特に併用曝露では、
Phialocephalea sphaeroides が他の真菌よりも炎症反応を強く誘導し、Cladosporium cladosporioides
がこれに続いた。 
③. 石川県羽咋市・珠洲市で採取した 5種の真菌類のマウス気管支喘息モデル実験 
③-1. 単一曝露実験 
 真菌の6μg投与は2μgよりも強く気管支喘息を誘導し、その
誘導能はConiothyrium fuckelii＞Phialocephalea sphaeroides≧
Cladosporium cladosporioide＞Lecythophora sp＞Bjercandela 
adustaの順に高かった。このように単一曝露ではConiothyrium 
fuckeliiが気管支喘息を最も強く誘導することが分かった。 
③-2. 黄砂との併用曝露実験 
 前記の真菌2μg単一曝露よりも黄砂との併用曝露では気管
支喘息病態は著しく悪化し、その増悪能はConiothyrium 
fuckelii＞Phialocephalea sphaeroides＞Cladosporium 
cladosporioide＞Lecythophora sp＞Bjercandela adustaの順に高
く、黄砂との併用曝露でもConiothyrium fuckeliiが気管支喘息
を強く増悪することが分かった（図３）。 
④. 石川県羽咋市で採取した 4種の真菌類のマウス気管支喘息モデル実験 
④-1. 単一曝露実験 
 単一の真菌 6μg 曝露は 2μg 曝露よりも強く
気 管 支 喘 息 を 誘 導 し 、 そ の 誘 導 能 は
Coniothyrium fuckelii＞Myriangium duriaei＞
Aspergillus niger＞Alternaria alternat の順に高
かった。この単一曝露実験でも Coniothyrium 
fuckelii が気管支喘息を最も強く誘導する真
菌であることが分かった。 
④-2. 黄砂との併用曝露実験 
 前記の真菌 2μg 単一曝露よりも黄砂との併
用曝露では気管支喘息病態は著しく悪化し、
そ の 増 悪 能 は Myriangium duriaei ＞
Coniothyrium fuckelii ＞ Alternaria alternat ＞
Aspergillus niger の順に高かった（図４）。 
黄砂との併用曝露では Coniothyrium fuckelii よりも更に気管支喘息を強く悪化させる真菌種
Myriangium duriaei を見出した。 
 表１に本実験で使用した 8 種類の真菌の単一曝露時と黄砂との併用曝露時における気管支喘
息の強さの 5 段階評価と由来（発生地）を示した。 
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図２ 能登半島上空で採取した微生物の内訳
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図４ 肺洗浄中の好酸球数とその活性化サイトカイン



 

表 1.微生物の由来（発生地）及び単一曝露時と黄砂との併用曝露時の気管支喘息の強さ 

真菌の種類           発生源       採取年・採取地     相同性  単一曝露  併用曝露 

Coniothyrium fuckelii 能登半島 2015 羽咋市 99% 5 * 4 
Phialocephalea sphaeroides ゴビ沙漠 † 2015 羽咋市 91% 4 3.5 
Cladosporium cladosporioide ゴビ沙漠 † 2017 羽咋市 98% 4 3 
Myriangium duriaei 能登半島 2017 羽咋市 98% 3 5 ♯ 
Lecythophora sp 能登半島 2013 珠洲市 97% 2.5 3 
Alternaria alternat ゴビ沙漠 † 2017 羽咋市 98% 2 3 
Aspergillus niger ゴビ沙漠 † 2015 羽咋市 86% 2 2 
Bjercandela adusta 能登半島 2008 珠洲市 99% 1 1 

* 単一曝露は Coniothyrium fuckelii の気管支喘息の強さを５とした時の各真菌の評価を示す。 
♯ 併用曝露は Myriangium duriaei の気管支喘息の強さを５とした時の各真菌の評価を示す。 
† モンゴル領南部のツォクトーボーと日本の採取地と共通して分離培養されている。 
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