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研究成果の概要（和文）：富山県の立山浄土山山頂付近と富山大学屋上の2地点で採取した大気試料中の細菌群集と真
核生物群集の特徴をPCR-DGGE法で比較した。その結果，立山と富山大学屋上の2地点の細菌群集構造は大きく異なって
いると考えられたが，真核生物群集構造は類似している可能性が示された。また，大気から単離した赤色色素産生細菌
3株は，紫外線（UV-B，UV-C），乾燥，過酸化水素などの環境ストレスに対して耐性を示し，大気環境中での生存に適
した性質を持っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To characterize airborne bacterial and eukaryotic communities, the DGGE analysis 
of 16S rRNA and 18S rRNA genes amplified by PCR was performed for air samples collected at a suburban 
site (University of Toyama) and a high-altitude site (Mt. Jodo) in Toyama. The airborne bacterial 
communities were significantly different between suburban and high-altitude sites. In contrast, the 
eukaryotic communities appeared to be similar between the two sites. Moreover, three red-pigmented 
bacterial isolates from air showed resistance to ultraviolet (UV-B and UV-C), desiccation, and hydrogen 
peroxide. These bacteria could have a built-in advantage for survival in the atmosphere.

研究分野： 環境影響評価
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１． 研究開始当初の背景 
 近年，大気中に存在する微生物（細菌や真
菌など）や花粉などの生物粒子（バイオエア
ロゾル）は，生態系，ヒトの健康，農業，生
物地理学的特性などに重要な影響を及ぼす
ことが指摘され，国内外で急速に関心が高ま
ってきている。国内では，黄砂ダストに付着
して長距離輸送される微生物の影響が懸念
され，いくつかのグループが研究を進めてき
ている。しかし，黄砂飛来時以外の大気中の
微生物群集に関しては十分研究されてきて
いない。一方，国外では，ヒトの健康に影響
する微生物，氷晶核として降雨・降雪に影響
する微生物，砂漠のダストに付着して長距離
輸送される微生物などが研究されてきてい
るが，大気中の微生物群集の時空間的動態を
詳細に解析した報告は少ない。さらに，大気
環境中の微生物は，太陽紫外線，乾燥，活性
酸素種などの環境ストレスに晒されている
が，このような環境で生存している微生物の
環境適応能力についてはほとんど明らかと
なっていない。 
本研究開始前の研究では，孔径 0.2μm のフ

ィルターで濾過捕集した大気試料に含まれ
る細菌の遺伝子を PCR 法で増幅した後，変性
剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）に供し，
細菌群集構造をバーコードのような形で捉
えて解析してきた。その結果，富山県の大気
中の細菌群集は，季節変化していること，
Pseudomonas 属が一年を通じて優勢に検出さ
れること，黄砂飛来時には Bacillus 属が比較
的多く検出されることなどが明らかとなっ
た。また，植物に影響を及ぼす可能性がある
微生物が認められた。 
本研究では，大気試料の捕集において，濾

過 捕 集に加 え て粒径 別 捕集も 試 み て
PCR-DGGE 解析を行った。特に，粒径 2.5μm
以下のエアロゾル（PM2.5）は，気管支や肺
胞にまで達し，ヒトの健康に影響しやすいこ
とから注目されている。さらに，リアルタイ
ム PCR 法等により，微生物の存在量も調べた。
また，大気環境中に存在する微生物の環境適
応能として，紫外線，乾燥，活性酸素種に対
する耐性が重要と考えられるので，それらの
能力の把握を目指した。 
 
２．研究の目的 
富山県は，日本列島のほぼ中央の日本海側

に位置し，春季の黄砂現象，フェーン現象に
よる急な気温上昇，冬季の降雪などの気象特
性が見られる。本研究では，富山県の平地に
ある富山大学の屋上を中心定点とし，山岳高
所にある立山にも定点を設け，大気試料を採
取する。分子生物学的手法と培養法で，細菌
や真菌などの微生物群集の時空間的動態を
解析するとともに，検出した微生物種が生態
系などに影響を及ぼす可能性を評価する。さ
らに，単離した大気由来細菌について，紫外
線，乾燥，活性酸素種に対する耐性を調べ，
大気環境での適応能力を評価することを本

研究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 
富山県における大気中の微生物群集の時

空間的動態を明らかにするために，富山大学
理学部屋上で，月に 2～3 回大気中微生物を
アンダーセンエアーサンプラーを用いて粒
径別捕集するとともに，これまで用いてきた
孔径 0.2μmのメンブレンフィルターで濾過捕
集も行った。これらの試料について，
PCR-DGGE 法で，細菌の 16S rDNA と真核生
物の 18S rDNA をそれぞれ標的とした微生物
群集構造解析を行った。また，リアルタイム
PCR 法を用いて全細菌と全真菌の定量も行
った。全細菌の定量は，蛍光色素 DAPI を用
いた蛍光顕微鏡観察でも行った。 
立山浄土山山頂付近と富山大学理学部屋

上で，同じ日時に同量の大気試料を濾過捕集
した（入山できる 7 月～9 月の間に毎月 1～2
回実施）。これまでに捕集した試料について，
PCR-DGGE 法とリアルタイム PCR 法で解析
すると共に，次世代シーケンサー（Illumina 
MiSeq）と解析ソフトウェア QIIME を用いた
微生物群集の網羅的解析も行った。 
培養法による大気中微生物の検出は，バイ

オエアロゾルインパクター（BioStage 200, 
SKC 社）と，細菌用の R2A 寒天培地とニュ
ートリエント寒天培地，真菌用のポテトデキ
ストロース寒天培地を用いて行った。単離し
た細菌と真菌の同定は，16S rDNA と ITS 領
域（Internal Transcribed Spacer; 内部転写領域）
の塩基配列をそれぞれ決定して行った。 
さらに，単離した大気由来細菌について，

紫外線（UV-B，UV-C），乾燥，活性酸素種
（H2O2）に対する耐性を調べた。 
 
４．研究成果 
富山県の立山と富山大学屋上の 2 地点で同

時に採取した大気試料中のバイオエアロゾ
ルの特徴を PCR-DGGE 法で比較した（図１）。
その結果，細菌群集の DGGE バンドパターン
はサンプル間の類似性が低く，立山と富山大
学屋上の 2 地点の細菌群集構造は大きく異な
っていると考えられた。さらに，主要なバン
ドの塩基配列を決定したところ，立山の大気
からはα-Proteobacteriaが特に多く検出された
が，富山大学屋上の大気からは α-，β-，
γ-Proteobacteria，Actinobacteria，Bacteroidetes，
Cyanobacteria，Firmicutes などの様々な系統の
細菌が検出された。一方，真核生物群集の
PCR-DGGE 解析の結果，2 地点のバンドパタ
ーンの類似性が高い日が多かったので，大気
中の真核生物群集構造は富山県の山岳地域
と平野部で類似している可能性が示された。
バンドの塩基配列を決定したところ，
Cladosporium 属などの子嚢菌類，担子菌類，
植物種が両地点から検出された。さらに，こ
れらの試料について次世代シークエンサー
で解析した。その結果，立山と富山大学屋上
の 2 地点の細菌群集構造は大きく異なってい 



ると考えられ，Proteobacteria，Bacteroidetes，
Firmicutes，Actinobacteria などの系統の細菌が
検出された。真核生物群集構造は，標高が大
きく異なる 2 地点である程度の違いが認めら
れ，子嚢菌類，担子菌類，植物種が両地点か
ら検出された。 
大気から単離された細菌は細胞内にカロ

テノイドなどの色素を有するものが多く，そ
れらの色素は紫外線や乾燥などが原因とな
って生じる活性酸素種から細胞を保護して
いると考えられる。本研究では，大気から単
離された赤色色素産生細菌 3 株について，紫
外線，乾燥，活性酸素種の一種である過酸化
水素に対する耐性を評価した。16S rRNA 遺
伝子解析の結果，4-45 株は Deinococcus 属，
5-12 株と 12-13 株は Hymenobacter 属で，いず
れも既知細菌種の 16S rRNA 遺伝子塩基配列
と 97%未満の相同性を示し，新種の可能性が
考えられた。また，紫外線，乾燥，過酸化水
素に対する耐性を調べた結果，単離菌 3 株は
太陽光に含まれる UV-B に対する耐性が高く，
D10 値は 5,000～8,000 J/m2 であった（図２）。
特に 4-45 株（図３）は UV-B に対して極めて
高い耐性を示し，放射線，紫外線，乾燥など
に 対 し て 極 め て 高 い 耐 性 を 有 す る
Deinococcus radiodurans R1株より高い耐性を
示した。さらに，赤色色素産生細菌 3 株は，
UV-C に対しても比較的高い耐性を示し，乾
燥と過酸化水素に対する耐性も認められた。 

 

図２ 大気から単離した赤色色素産生細菌の
生存に及ぼす UV-B の影響。 
 
 
 
 

図 1  大気試料から PCR 増幅された 16S 
rDNA（a）と 18S rDNA（b）の DGGE 解析像。
大気試料は，富山大学理学部屋上（S）と立
山浄土山山頂付近（H）で採取した。 
 
 



図３  Deinococcus sp. 4-45 の透過型電子顕微
鏡像 (Bar, 1μm)。 
 
富山大学屋上にて 2011 年 4月～2013 年 10

月に採取した大気試料について，細菌・真菌
密度の定量とその季節変動の把握を目指し
た。リアルタイム PCR 法による定量の結果，
大気中の全細菌密度と全真菌密度はいずれ
も約 102～106 copies/m3であった。また，富
山県で黄砂が観測された 2011 年の 5 月 2 日
と 13日に，全細菌密度は最も高い値を示し，
全真菌密度も比較的高い値を示したことか
ら，黄砂と共に運ばれた微生物を検出した可
能性が高い。さらに，全細菌密度は 3年間と
も春に，全真菌密度は 3年間とも秋に定量値
が最大となり，季節変化が認められた。一方，
培養法による定量では，細菌はリアルタイム
PCR 法の結果と異なり秋にやや高い値を示し
たが，真菌はリアルタイム PCR 法と同様に秋
に最大値を示した。 
以上の結果から，標高が大きく異なる富山

大学理学部屋上と立山の2地点で大気試料を
採取して解析したところ，細菌群集構造は大
きく異なるが，真核生物群集構造は類似して
いる可能性が示された。また，富山大学理学
部屋上の大気から単離した赤色色素産生細
菌 3株は，紫外線，乾燥，過酸化水素などの
環境ストレスに対して耐性を示した。特に，
これらの単離菌は太陽光に含まれる UV-B に
対して高い耐性を示し，大気環境中での生存
に適した性質を持っていると考えられた。現
在，アンダーセンエアーサンプラー等で粒径
別に捕集した大気試料を中心に，分子生物学
的手法を用いた解析を進めている。 
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