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［要旨］黄砂粒子に付着した微生物（黄砂バイオエアロゾル）が、中国大陸から日本まで飛来し、

生態系（動植物や微生物）や人健康へ影響をおよぼす可能性が高く、社会的かつ学術的関心を集

めつつある。特に、本研究では、環境ストレス全般に強い耐性をもつ耐塩細菌に注目し、「大気

中で生残しやすい耐塩細菌が、黄砂とともに長距離輸送され、生息範囲を広げる」と想定した。

しかし、大気エアロゾルの捕集には高度な技術を要するため、大気中の細菌群についての核心的

な報告例は少ない。 

そこで、係留気球を用いて、黄砂の発生源（中国敦煌市（タクラマカン砂漠））および黄砂の

飛来地（金沢、珠洲）の上空（地表から高度600-1000ｍ）から黄砂バイオエアロゾルを入手し、

大気微生物群に関する以下の知見を得た。1、蛍光顕微鏡観察によって黄砂粒子に付着する細菌粒

子を確認した。2、大気中の耐塩細菌を対象とした生物学的分析手法を確立し、大気中の細菌群が、

15%から20％の高塩分濃度下でも増殖でき、高い耐塩性を示すことを明らかにした。3、全調査地

点の大気中およびタクラマカン砂漠で得られた耐塩細菌からは、共通の遺伝子配列が検出され、

地上から大気へと耐塩細菌が垂直混合されており、長距離輸送の可能性のある細菌種（Bacillus

属）を突き止めた。 

今回確立した、「耐塩細菌群を対象としたバイオエアロゾル分析手法」は、日本へ飛来する耐

塩細菌群の分散状態の解析を可能とし、自然生態系、農作・牧畜・養殖業および人健康への影響

について有意義な知見を構築できると思われる。また、大気中での挙動が分かっていない耐塩細

菌の生理生態の解明は、微生物生態学に新たな知見を築くとともに、新奇の耐塩細菌の分離につ

ながるであろう。 

しかし、調査地点数および回数がまだ少ないため、今後、黄砂飛来地である環日本海において

調査地を増やし、日本へ飛来する耐塩細菌群の分散状態を明らかにしたい。                                

 

［キーワード］バイオエアロゾル、耐塩細菌、微生物生態系、微生物種組成、黄砂 

 

１．はじめに 

黄砂はモンゴル北部及び中国北部の砂漠地域を起源とし、偏西風にのって数日で日本まで風送

される1,2)。黄砂は、建造物や車などを汚し、視程を悪化させ交通機関などに影響を与えるのみな

らず、人健康へも被害を及ぼす3)。また、黄砂粒子に付着する微生物群が、日本や韓国、中国の各

地に運ばれ、微生物生態系に与える影響にも関心があつまりつつある。実際、黄砂には、ウイル
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スや細菌、カビ、花粉が含まれており、こうした生物由来の粒子は、黄砂バイオエアロゾルと呼

ばれる。近年、疫病的調査及び動物実験によって、黄砂バイオエアロゾルが呼吸器系疾患を引き

起こす危険性が指摘された。しかし、大気エアロゾルの捕集には高度な技術を要するため、大気

に浮遊する微生物群を直接調査した核心的な報告例は少なく、あっても西インド諸島やアメリカ

大陸のバイオエアロゾル研究に限られる4,5)。従って、アジア上空の大気に生息する細菌群の生理

生態に学術的および社会的関心が非常に高まりつつある。しかし、黄砂発生地から日本や韓国へ

の微生物の輸送に着目した研究は少数であり 6,7)、黄砂発生地における大気中のバイオエアロゾル

の生理学的特徴及び微生物種組成は、まだ明らかになっていない。 

一方、大気中において微生物が生残するには、気温変化や、乾燥、酸素制限、紫外線照射など

の過酷な環境ストレスへ順応し耐える必要がある 8,9)。日本海を経由して飛来する黄砂粒子には、

多分に塩分が含まれることから1)、高い塩分に耐性がある耐塩細菌が大気中で生残しつづける可能

性が高い。なお、耐塩細菌は、pH及び気温変化や乾燥などのストレス因子にも耐えうる膜構造を

有するため10)、『耐塩細菌は、大気中で生存しやすく、黄砂とともに長距離輸送され、生息範囲

を広げる』という仮説を立てた。実際に、関東一円には同種の好塩細菌種が分布しており、この

分布は黄砂によって細菌が分散したためと推察されている 8)。従って、大気中から耐塩細菌に焦点

を絞って、分離培養し，細菌種組成を明らかにすることで、大気による長距離郵送に関わる細菌

群が検出されると考えた。 

 一方、これまでの砂塵による微生物の長距離輸送の研究では、培養できる細菌のみを対象にし

てきた11,12)。しかし、自然環境に存在する細菌群の90-99%は、従来の培養法では培養できないもの

の、環境中で増殖して生きていることが認識されている(viable but unculturable bacteria) 13)。

そのため、分離培養とは独立した変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法(Denaturing gradient gel 

electrophoresis :DGGE法)によって環境試料から直接抽出したDNAの16S rRNA遺伝子のPCR産物を

解析した結果、微生物種組成は、陸上や海洋の動的環境因子によって影響を受けることが明らか

となった14,15)。しかし、大気中におけるviable but unculturable bacteriaに関する情報は少ない。

そこで、耐塩細菌を集積培養によって分離するのと同時に、分離できない細菌群についてもその

種組成を解析する価値がある。 

 

２．研究目的 

 黄砂発生地（タクラマカン砂漠敦煌市）及び黄砂飛来地（能登半島珠洲市、金沢市、天草市）

において、地上（地上から10 m）と上空（地上から800 mから1000m）のバイオエアロゾルを採取

し、細菌分離手法および遺伝学的分類手法を用いて微生物種を明らかにし、黄砂によって長距離

輸送される微生物種に目処をつけた。1）各調査地点のバイオエアロゾル試料を、塩分濃度を変え

て添加した培地に接種し（塩分集積培養）、耐塩細菌群の生残を評価する。2）バイオエアロゾル

を対象とした16S rDNAのPCR-DGGE法を確立する。3）塩分集積培養物およびバイオエアロゾル試料

中のゲノムDNAを、PCR-DGGE法で解析し、種組成のデータベースを構築する。 

 

 

 

 



 

 

RF-072-31 

３．研究方法 

（１）調査 

 日本金沢市（2007年4月20日実施）、日本珠洲市（2008年5月7日実施）および中国敦煌市（2007

年8月17日および2007年10月23日実施）において、エアポンプを搭載した係留気球をあげ、孔径0.2 

μmのメンブランフィルター上にエアロゾルを1時間吸引捕集した（大気量200 cm3） (図２－１) 16)。

各地点の高度は、600mから1000mの範囲であった。なお、地上から10 m上空の粒子もフィルター上

に捕集した。粒子捕集2時間以内に、フィルター上の粒子を滅菌水で洗浄し、耐塩細菌の集積培養、

微生物の分離培養および直接DNA抽出に供した。 

 

（２）耐塩細菌を対象とした馴化試験 

 バイオエアロゾル懸濁液5 mLを10 mL TS液体培地に加え、その液体培地1 mLを、塩分(NaCl)濃

度0 %,3 %,10 %及び20 %のTS液体培地19 mLに接種し、8日間培養した。培養を開始した後、波長

550 mmの吸光光度を測定することで微生物の生長量を定量した。生長の見られた培養をPCR-DGGE

法に供し、16S rDNA情報を用いた系統分類学的解析によって細菌種組成を分析した。また、培養

を寒天培地塗沫することで、細菌株の分離も行った。 

 

（３）寒天培地を用いた微生物の分離培養 

バイオエアロゾル懸濁液あるいは塩分集積培養液50 μLを、ポテトデキストロース寒天培地

（Becton, Dickinson and Company）あるいはTrypticase-soy-broth (TS)寒天培地上に塗沫し、

室温で12 時間培養し、コロニーの形状を観察した。TS培地は、エアロゾル中に含まれる細菌群を

Lanzhou
Beijing

Shanghai

Hongkong

Osaka

Tokyo

Hami

Yumen

90
o

100 110 120 130 140 150
o o o o o o

50

40

30

20
o

o

o

o

Dunhuang
N

70
o

 80
o

Suzu

Gobi Desert
Takla Makan Desert

Fig. 1  Dunhuang City in KOSA source regions (Takla Makan Deserts) and Suzu City in 

KOSA arrival regions. 

 

図２－１ 中国敦煌市と日本珠洲市のサンプリング地点地図 
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分離する際に一般的に使用される培地である 17)。なお、各試料について寒天培地3枚ずつ使用した。

この際、使用していない滅菌済メンブレンフィルターを滅菌水で洗浄し、洗浄水を寒天培地に塗

沫したところ、コロニーは確認されなかったため、作業自体は無菌的であると判断した。 

 

（４）分離細菌の簡易同定 

 採取した菌株の形態学的・生理性状的試験は、細胞形態観察、グラム染色性、胞子の有無、運

動性の有無、カタラーゼ反応、オキシダーゼ反応、VPテスト、OFテストの各項目について行った。

細胞形態は、光学顕微鏡（ニコン，X2F PH-21）を用いた観察によって判断した。グラム染色性は、

フェイバーG「ニッスイ」（純正化学）を用いて光学顕微鏡観察によって決定した。胞子の有無は、

マラカイトグリーン（関東化学）によって胞子を染色させ、光学顕微鏡観察によって判断した 13)。

運動性の有無は、光学顕微鏡観察とVPテストで用いた半流動性培地の結果によって判断した。カ

タラーゼ反応は、スライドガラスに3 %過酸化水素水を1滴置き、これに新鮮な培養菌体を白金耳

で蒔き、気泡が認められれば陽性とした13)。オキシダーゼ反応、VPテストには、それぞれポアメ

ディアチトクローム酸化酵素試験用オキシダーゼテスト、ポアメディアVP試験用VP半流動培地、

OF試験用ポアメディアOF培地（純正化学）を用いた。形態学的・生理性状学的試験の後、Bergey

の菌株推定マニュアルを用いて同定した15)。 

 

（５）16S rRNA遺伝子情報を用いたPCR-DGGE法 

バイオエアロゾル試料のフィルター洗浄液1 mLあるいは集積培養5 mLに、ドデシル硫酸ナトリ

ウム(SDS)、proteinase K、及びlysozymeを加えることで微生物細胞を溶解させ、ゲノムDNAを抽

出した。得られたゲノムDNAを、フェノール-クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により精製

した後、ゲノムDNAを鋳型としてPCR法により16S rRNA遺伝子を増幅した。この際、PCR-DGGE解析

用のオリゴヌクレオチドprimer F-341(GC クランプ含有: 5’-GC クランプ

-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’)とprimer 907R(5’-CCGT CAATTCCTTT[A/G]AGTTT-3’)を使用した20)。各

PCR反応では、抽出DNA10 ngにdNTP 2 μmol L-1 、各primer 2nmol L-1 、Taq DNA polymerase 1U

を含むPCR mastermix 20 μLを加えた。混合液を94℃で5分間保温した後、以下94℃で1分間、55℃

で1分間、72℃で2分間の反応を34サイクル行い、72℃で10分間保温した。次に、得られたPCR産物

を、DNA変性剤（尿素）で上部40％および下部50％と勾配をつけて含むポリアクリルアミドゲル上

に電気泳動した(100%変性剤は、7 mol L-1の尿素と40%のホルムアミドを含む)。電気泳動は、1×

TAE buffer中において、温度60℃、90Vで16時間、電気泳動槽を用いて行った。電気泳動した後、

ゲルを核酸染色剤（サイバーゴールド）で染色し、254 nmUV励起でバンドパターンを確認し、

Printgraph(ATTO)を用いてゲルイメージを撮影した。さらに、アクリルアミドゲル上のいくつか

のバンドを切り出し、核酸塩基配列の決定に用いた。 

 

（６）核酸塩基配列を用いた系統分類学的解析 

切り出したゲル片をPCRチューブに移し、PCR産物をフェノール-クロロホルム抽出、クロロホル

ム抽出、エタノール沈殿で精製した。ヌクレオチド塩基配列を、Dye Deoxy Terminator Cycle 

Sequencing kit 及びDNA autosequencing systemを用いて決定した。シーケンスprimerとしてGC

クランプを除いたprimer F-341を用いた。決定した塩基配列をBLASTとFASTAプログラムを用いて
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DDBJデータベース(DNA Data Bank of Japan)上で比較した21)。すべての塩基配列を含む系統樹は、

TreeViewPPCを用いて近隣結合法により作成した22)。 

 

（７）細菌分離株の遺伝学的系統分類解析 

寒天培地上に形成されたコロニーを、TS培地に接種し、室温で数日間培養した後、15000rpmで5

分間遠心分離することで微生物細胞を回収した。得られた微生物細胞を純水に懸濁させ、ドデシ

ル硫酸ナトリウム(SDS)、proteinase K、及びlysozymeを用いてゲノムDNAを抽出した。このゲノ

ムDNAを鋳型としてPCR法により16S rRNA遺伝子を増幅した。この際、PCR-DGGE解析用のオリゴヌ

クレオチドprimer F-27とprimer 1492Rを使用した23)。PCR産物をアガロースゲル電気泳動でバン

ドとして確認した後、バンドを切り出し，前述と同様に核酸塩基配列を決定し、近縁細菌種を検

索した。 

 

４．結果・考察 

（１）敦煌市におけるバイオエアロゾル 

 1）バイオエアロゾル試料の採取調査 

 敦煌市の上空800 m地点の大気中におけるエアロゾル粒子数は、いずれの粒子サイズでも上空20 

m以下の地点よりも少なかった。しかし、粒子サイズごとの分布数は、高度800 mと20 m以下の大

気で類似しており(図２－２)、大気成分の垂直混合が示唆される。両高度において、粒径0.3～0.5 

μmの粒子が91000 particles L-1以上の高い濃度であり、全粒子数の90%は0.3 μmより大きいこと

になる。さらに粒径0.5～2.0 μmの粒子数は、0.3～0.5 μmの粒子数と比較して1オーダー低く、

2100～9200 particles L-1の範囲であった。2.0 μmより大きい粒子も、高度800 mと20 m以下とも

に、800～1150 particles L-1の濃度範囲で検出された。敦煌市のあるタクラマカン砂漠は、周囲

を山脈が取り囲み、大きな盆地になっており、常に風が盆地の中を混合しているため、地上の砂

粒子が上空へと巻き上げられている3)。従って、黄砂発生源におけるエアロゾルは、恒常的に垂直

方向に分散しており，地上の微生物が粒子とともに上空へと巻き上げられている可能性が高い。 

 

 2）耐塩細菌の集積培養 

 バイオエアロゾル試料を、塩分濃度を変えたTS培地で培養した際、塩分濃度0及び3%の培地中で

の微生物生長量は、培養3日以内で急速に増加し、吸光度は、実験期間内で1200以上に達した(図

２－３)。塩分濃度10%の培地では、高度10 mと800 m両方の試料中の微生物は、徐々に生長し、吸

光度は、培養7日で1200以上に増加した。塩分濃度20%の培地では、培養6日目までに観測された微

生物生長は弱く、実験期間中600以下の低い吸光度を保った。好塩細菌は、乾燥、UV照射、極限温

度、酸素限界、高塩分など高いストレスに抵抗力を有し、極限環境で生残する能力がある 10)。Echigo

らは、日本の東京周辺数地点の塩分を含まない環境から耐塩細菌を分離し、細菌株が同種である

ことを示し、耐塩細菌が黄砂発生により輸送された可能性があると報告した 24)。従って、敦煌市

の上空においても、耐塩細菌が生残し、大気中の厳しい環境ストレスに耐えていると考えられる。 
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 3）上空の細菌種組成 

 バイオエアロゾル試料に含まれる微生物の16S rDNA遺伝子のPCR増幅産物を、変成剤濃度勾配ゲ

ル上に電気泳動したところ、各バイオエアロゾル試料のPCR産物から2つの共通するバンドが検出

され(図２－４)、高度10 mと800 mで捕集したバイオエアロゾル試料のDGGEバンドパターンは概ね

一致した。試料を塩分濃度0、3、10、20%の培地に接種した培養を、PCR-DGGE解析に供した結果、

塩分濃度0%と3%の培地では、高度10 mと800 mの試料で共通したバンドが検出され、低塩分培地で

生長する細菌群は同一であることが示唆された。ゲルの上部と中央部の少数のバンドは、すべて

の塩分濃度での培養から検出され、一方で、ゲルの下部の他のバンドは、塩分濃度10%、20%での

培養に特有で、高度10 mと800 mで捕集した試料で異なった。 

 DGGEゲルから19本のバンドを切り出し、核酸塩基配列を決定したところ、8つのタイプが得られ 

(表２－１)、グラム陽性細菌グループに属し、Bacillus属とStaphylococcus属の細菌種とクラス

ターを形成した(図２－５)。従って、調査時の敦煌市上空の大気中の微生物群の多様性は低く、

Bacillus属とStaphylococcus属の少数のグラム陽性細菌種が優占していると推察できる。2006年8

月の敦煌市の高度100 mで捕集したバイオエアロゾル試料からも、Bacillus属のグラム陽性細菌種

が分離されている16)。Bacillus属は、芽胞を形成するため、環境ストレスに耐えて大気中で生残

し続けることが知られている25)。タクラマカン砂漠のような乾燥状態が続く大気中では、芽胞を

形成する細菌のみが生残し続け、他の微生物種が死滅し、微生物群の多様性が減少したと言える。 

  高度10 mと800 mで捕集したバイオエアロゾル試料の８つの遺伝子タイプの中でも、３つのタ

イプは複数のバンドから検出された。塩分濃度0、3、10%の培養から得られたDAd-11、DAd-17、DAd-22

の塩基配列とバイオエアロゾル試料から直接抽出したDNAから得られたDDd-30およびDDd-32の塩

基配列は、１つの系統タイプに属し、Bacillus pumilusと99.6%の高い相同性で近縁になった。一

方、DAd-1、DAd-3、DAd-7、DAd-12、DAd-16、DAd-18で構成されるバンドも99.4%の高い相同性で

B. pumilusと近縁となった。調査時の大気中においては、B. pumilusの近縁細菌種が、砂粒子と

ともに上空に舞い上がる優占細菌種であると見なせる。B. pumilusのある株は、人に対して毒素

を生成する病原菌として分離されており26)、African dust発生時に北カリブのエアロゾル27)および

海洋環境からも分離された28,29)。高度10 mと800 mでのエアロゾル粒子のサイズの分布も類似して

おり(図２－１)、砂漠の砂由来のエアロゾル粒子は、垂直混合していることが示唆された(図２－

２)。また、Bacillus属に属する細菌は、高度20000 mで分離されたことからも30)、Bacillus属の

細菌は地球の対流圏を越えて垂直輸送され得る。従って、中国の黄砂発生地域で垂直混合が起こ

り、鉱物粒子に付着して耐塩細菌が生きたまま上空を浮遊している可能性は高い。 

 一方、DAd-13、DAd-27、DAd-29の３つの塩基配列は、塩分濃度10、20%の培養に特有で、

Staphylococcus属に属する２つの系統タイプに分類された。高度10 mで捕集したバイオエアロゾ

ル試料の培養から検出された系統タイプDAd-27、DAd-29は、Staphylococcus xylosusと別の系統

タイプが確認され、高度800 mで捕集したバイオエアロゾル試料の培養は、99.8%の高い相同性で

S. epidermidisと近縁となり、高度による細菌種の違いが示された。これらの細菌群は、耐塩細

菌であり生長にはある程度の塩分濃度を必要としている。これらの系統タイプは、バイオエアロ

ゾル試料から直接抽出したDNAからは検出されていないため、Staphylococcus属の近縁種は、敦煌

市や黄砂発生地域の上空において、非優占種であると見なせる。Staphylococcus属の一部は、人

の肌や口腔内でコロニーを形成し、病気の原因となる可能性があり 31, 32)、エアロゾルによる輸送
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で生残することが知られている。S. xylosusおよびS. epidermidisなどと近縁の細菌種も、African 

dust発生中に北カリブで捕集したエアロゾルで確認されている33)。よって、Staphylococcus種は

大気中の砂塵による大気の攪乱においても生残し続け、容易に生息域を拡大する可能性がある。 

 

 4）分離細菌株の種組成解析 

 敦煌市で採取したバイオエアロゾルの懸濁液を寒天プレートに塗沫したところ、微生物分離株

全20株を単離した。2006年8月16日に地上50から100 m（上空）において分離株BADH U01からBADH U05

を採取し、8月15日に地上10 m（地上付近）では分離株BADH D01からBADH D05を採取し、8月16日

にも地上10 mから分離株BADH D11からBADH D15を得た。砂漠の砂試料からは5菌株BADH S01からBADH 

S05を分離した。分離した合計20菌株の形態学的・生理性状学的特性を試験し、同定した。 

 光学顕微鏡下においてグラム染色の判定を行った結果、BADH D05株とBADH 01株が球菌であり、

残り18株が桿菌であった。また、BADH D11、BADH D12およびBADH D13の3株がグラム陰性となり、

その他の菌株は全てグラム陽性であった（表２－２）。よって、20菌株は３つの菌群に大別でき

た。第１のグループは、グラム陽性桿菌群であり、全20株中の15菌株（BADH S01-S05、BADH D01-D04、

BADH D14、BADH D15、BADH U02-U05）が含まれた。一方、グラム陰性桿菌群の3菌株（BADH D11-D13）

が第２グループを形成した。第３のグループは、グラム陽性球菌群でBADH D05とBADH U01の2菌株

が含まれた。第１グループのグラム陽性桿菌群は、地上50から100 m（上空）、地上10 m（地上付

近）および砂漠の砂試料のいずれの試料からも検出され、タクラマカン砂漠に普遍的な細菌群で

あると考えられる。 

 さらに、胞子形成、運動性、オキシダーゼ反応性、カタラーゼ反応性、VPテスト、OFテストの6

項目における生理性状特性を検討し、属レベルで細菌株を分類した（表２－３）。第１グループ

であるグラム陽性桿菌群は、好気性で胞子・芽胞形成能があり、オキシダーゼ陰性、カタラーゼ

陽性、グルコースからの酸発生がありガス発生がなかったため、Bacillus属菌株である可能性が

高い18)。第２グループであるグラム陰性桿菌は、いずれも通性嫌気性のグラム陰性桿菌で胞子・

芽胞をもたず、オキシダーゼ陰性、カタラーゼ陽性、グルコースを発酵的に分解した。従って、

大腸菌などを含む腸内細菌（Enterobacteriaceae）であると推定できる18,19)。第３グループである

グラム陽性球菌と思われていたBADH D05株とBADH U01株は、コロニーの形状や生理性状試験の結

果から真菌類の酵母の一種であると推定できる。BADH D05株は、顕微鏡観察の結果、菌糸あるい

は仮性菌糸が認められたので、Saccharomycopsis、Hansenula、Nematospora、Candida、

Trichossporonのいずれかに属すと考えられる19)。BADH U01株はコロニーが赤紅色を呈していたの

で、Rhodotorula、Rhodosporidium、SporobolomycesおよびSporidiobolusである可能性が高い18)。

一方、Lipomyces、Cryptococcus、RhodotorulaおよびRhodosporidiumは、酵母の中でも発酵性を

持たない19)。BADH U01株は、赤色酵母で非発酵性であることからRhodotorulaあるいは

Rhodosporidiumであると予想される。しかも、Rhodotorulaは胞子を形成しない無胞子酵母である

のに対しRhodosporidiumは有性世代のある胞子を形成する酵母である 34)。本菌株では、胞子が確

認されたのでRhodosporidium属の菌であると言える。 

 一方、2007年8月に上空および地上において採取したバイオエアロゾルの懸濁液あるいは塩分集

積培養を寒天プレートに塗沫したところ、細菌株全14株（Di-1からDi-14）を単離した。細菌株の

16S rDNA塩基配列を用いて細菌群を分類した結果、14株の内、8株が同一のグループとなり、
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Fig. 2  Particle concentrations of each diameter size in the atmosphere at 800 m (white bars) and 

below 20 m (grey bars) above ground. 

Bacillus pumilusと高い相同性を示した（表２－４）。一方、地上のバイオエアロゾルで、高塩

分に耐性のある細菌株は、Staphylococcus属に属した。その他の細菌株は、Kocuria flavus、

Gracilibacillus dipsosauri、あるいはAmycolatopsis palatopharyngisなどのグラム陽性細菌と

近縁となり、いずれも上空800ｍから分離された。B. pumilusおよびStaphylococcus属の細菌種に

近縁な核酸塩基配列は、PCR-DGGE解析においても検出されたため、これらの細菌は生残しながら，

大気中で優占していることが裏付けられた。また、2007年および2008年の調査で、いずれも

Bacillus属の細菌が検出されたため、通年でBacillus属の細菌群が大気中に優占していると考え

られる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3  Microbial growth of the bioaerosol samples collected at heights of 800 m (a) and 

10 m (b) in the TS media containing NaCl at the concentrations of 0 % (square), 

3 % (triangle), 10 % (circle) and 20 % (diamond).  All experiments were 

performed in triplicate. 
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図２－２ 粒径と粒子濃度（敦煌市上空） 

図２－３ 上空800 m(a)と10 m(b)で採集したバイオエアロゾルの増殖（敦煌市

上空） 
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Fig. 4  DGGE profile (band patterns) of amplified 16S rDNA from the 

genomic DNA directly extracted from bioaerosol samples at 10 

and 800 m and from the bacterial cultures of bioaerosol samples 

collected at 10 and 800 m, which were cultivated in TS media 

containing 0 %, 3 %, 10 %, and 20 % NaCl.  A 40 % (upper 

side) to 60 % (lower side) denaturing gradient was used.  
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図２－４ 上空800 mと10 mで採集したバイオエアロゾルサンプルの

DGGE解析結果（敦煌市上空） 
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DGGE band No.
*1

Sampling location
*2 Sample conditon

*3
Length

(bp) Category
GenBank

accession no. Closest relative

Similarity

(%)
*4

DAd-1, 3, 7, 12, 16, 18 10m and 800m <20%NaCl 481 Gram- positive group AB455151 Bacillus pumilus 99.4

DAd-9 800m 10%NaCl 424 Gram- positive group AB455152 Bacillus pumilus 97.4

DAd-10 800m 10%NaCl 422 Gram- positive group AB455153 Bacillus pumilus 96.7

DAd-11, 17, 22

DDd-30, 32 10m and 800m
<10%NaCl               direct

extracted DNA 473 Gram- positive group AB455154 Bacillus pumilus 99.6

DAd-13 800m 20%NaCl 485 Gram- positive group AB455155 Staphylococcus epidermidis 99.8

DAd-20 10m 3%NaCl 424 Gram- positive group AB455156 Bacillus pumilus 98.1

DAd-27, 29 10m 20%NaCl 486 Gram- positive group AB455157 Staphylococcus xylosus 100

DDd-31, 33 10m and 800m direct extracted DNA 487 Gram- positive group AB455158 Bacillus pumilus 99.6

*1  Numbers of the bands in Fig. 3 refer to the  numbering of the DAd or DDd series. 

*2  Height above ground.

*3  Cultures cultivated with NaCl at concentrations of 0%, 3%, 10% and 20%, and genomic DNA directly extracted from the bioaerosol samples.

*4  Similarity value between each isolate and the closest relative in databases.

Table 1. Phylogenetic affiliation of sequences contained in the DGGE bands.  

表２－１ DGGE解析のバンドのシーケンス検索結果（敦煌市上空） 
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表２－２ 単離菌の形状学的生理性状学的分析（敦煌市上空） 
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Fig. 5  Phylogenetic tree including the partial sequences of 16S 

rDNA amplicons excised from the DGGE gel shown in 

Fig. 5.  The tree was calculated from a dissimilarity 

matrix of ca. 450 bp (Escherichia coli numbering 422 to 

886) alignment using a neighbor-joining algorithm.  The 

accession number of each reference sequence is also 

given.  Sample information (NaCl concentrations in the 

culture medium or genomic DNA directly extracted from 

bioaerosol sample) is shown in parentheses.  Bootstrap 

values larger than 50 % (after 1,000 resampling) are 

indicated on the branches. 
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図２－５ 16S rDNAの系統樹解析結果（敦煌市上空） 
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Altitude        Strain

(above the gorund level) (Accession number)

BADH U01 (AB275376) Rhodosporidium sphaerocarpum

BADH U02 (AB275377) Bacillus cereus            

BADH U03 (AB275378) Bacillus cereus                 

BADH U04 (AB275379) Bacillus cereus

BADH U05 (AB275380) Bacillus cereus         

BADH D01 (AB275366) Bacillus cereus                        

BADH D02 (AB275367) Bacillus cereus                   

BADH D03 (AB275368) Bacillus cereus                 

BADH D04 (AB275369) Bacillus cereus          

BADH D05 (AB275370) Candida parapsilosis         

BADH D11 (AB275371) Pantoea agglomerans     

BADH D12 (AB275372) Enterobacter endosymbiont   

BADH D13 (AB275373) Pantoea agglomerans             

BADH D14 (AB275374) Bacillus cereus                       

BADH D15 (AB275375) Bacillus cereus                     

BADH S01 (AB275361) Bacillus subtilis   

BADH S02 (AB275362) Bacillus subtilis          

BADH S03 (AB275363) Bacillus subtilis              

BADH S04 (AB275364) Bacillus subtilis              

BADH S05 (AB275365) Bacillus atrophaeus

0 m (Sand samples)

Table 3  Results of estimeted taxonomic goup

Estimated taxonomic group

50-100 m

10 m

表２－３ 単離菌の同定結果（敦煌市上空） 
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（２）日本上空におけるバイオエアロゾル 

 1）バイオエアロゾル試料の採取調査 

珠洲市での調査期間3日間(2008年5月6～8日)の大気中のバイオエアロゾル量を、OMIエアロゾル

インデックスデータで解析したところ、ゴビ砂漠、タクラマカン砂漠及び黄土高原などの黄砂発

生地域から韓国や日本にかけて、大型の粒子が広く分布していた。また、調査期間中の流跡線解

析では、中国大陸から大気が移送されてきたことが示された。一方、気象庁の気象データに基づ

くと、調査期間中の珠洲市上空20 m以下では、東向きに風速1 m s-1以下の風が記録されている。

従って、上空と地上では異なる向きに風が吹いていたことが示された。 

調査時において、粒径0.5 μmを超えるエアロゾル粒子数は、高度600 mの方が、高度20 m以下

よりも多く、粒径0.3～0.5 μmの小粒子の数は、高度20 m以下より少なくなった(図２－６)。サ

イズごとの粒子数の分布は、高度600 mと20 m以下の大気中で異なり、高度600 mの大気中の粒子

組成は、他の地域に由来することが示される。両高度において、0.3～0.5 μmの粒子は、78000 

particles L-1と高い密度を示し、構成する粒子全体の約90%を占めた。さらに、粒径0.5～2.0 μm

の粒子密度は、粒径0.3～0.5 μmの粒子数と比較して1オーダー小さく、1400 ～7100 particles L-1

の範囲であった。2.0 μmを超える大粒子は、560 ～790 particles L-1の密度範囲で、両高度で検

出された。 

高度600 m地点の比較的大きいサイズの粒子は、高度20 m以下の粒子数に比べて多く(図２－

６)、地上20 m以下では風速1 m s-1以下の東向きの風が吹いていたという気象庁のデータを鑑みて

も、高度600 mの大気中のエアロゾル粒子は、東の海方角の地域に由来していると考えられる。一

方で、高度20 m以下の大気中の粒子は、主に珠洲市の東から飛来したとみなせる。従って、今回

得られた黄砂飛来地域(珠洲市)のバイオエアロゾル試料について、細菌種の垂直方向の分布を調

べることは、中国方面から日本に輸送される細菌種組成の特定につながる可能性が高い。 

 

２）耐塩細菌の集積培養 

バイオエアロゾル試料を、塩分濃度を変えたTS培地で培養した際、塩分濃度0%と3%のTS培地で

の微生物生長量は、培養2日以内で急速に増大し、実験期間内で吸光度は23～190(約108～109 cells 

mL-1)を維持した(図２－７)。塩分濃度10%の培地では、高度10 mと600 mの両方の試料において、

吸光度が徐々に増大し、培養15日間で吸光度80を超えた。塩分濃度15%のTS培地では、培養7日目

から弱い吸光度の増大がみられ、実験期間中、低い吸光度（約10：約107 cells mL-1）を保ち続け

た。これらの結果から、高度10 mと600 mに生残する微生物が、塩分濃度3%、10%および15%の培地

で増殖することが実証された。敦煌市のバイオエアロゾルを用いた塩分集積培養の結果と同様に、

珠洲市の大気中にも耐塩細菌が生残し、東方向の海上及び中国大陸など他の地域から輸送されて

来たと推察できる。 

 

３）上空の細菌種組成 

珠洲上空で採取したバイオエアロゾル試料から直接抽出したゲノムDNAから16S rDNA のPCR増幅

産物を得て、アクリルアミドゲル上で展開した。その結果、高度10 mと600 mの試料でDGGEバンド

パターンが異なり、それぞれ1つのDGGEバンド(それぞれSDd-1及びSDd-7)を示した(図２－８)。塩

分濃度0%、3%、10%及び15%の集積培養をPCR-DGGE法を用いて解析したところ、高度10 mと600 mで
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バンドパターンが異なり、2本のバンドが優占した。高度600 mの集積培養では、2本のバンドのう

ち、低い位置のバンド(SDd-1、SAd-2、SAd-3、SAd-5及びSAd-6)がすべての塩分濃度で共通して見

られ、高度10 mで捕集した試料の塩分濃度3%での集積培養からも検出された。一方で、高度10 m

の試料の2つのバンドのうち、高い位置のバンド(SDd-7、SAd-8、SAd-9、SAd-11及びSAd-13)がす

べての塩分濃度で共通してみられ、同じ位置のバンドは、高度600 mの塩分濃度10%の集積培養で

も現れた。残りのバンド(SAd-12)は、高度10 mで捕集した試料の塩分濃度10%の培養に特有であっ

た。これらの結果から、高度600 mと高度10 mのバンドパターンは異なるものの、いくつかのバン

ドは両高度で共通した。 

アクリルアミドゲル上のバンド13本に含まれる核酸塩基配列を決定し、比較したところ、4つの

系統タイプに分かれた(図２－９)。すべての塩基配列は、Bacillus属に属し、B. cereusグループ

とB. subtilisグループの細菌種とクラスターを形成した(図２－９)。従って、珠洲市上空の大気

中には、Bacillus属のグラム陽性細菌種が優占していると考えられる。Bacillus属の細菌種は、

芽胞を形成し、環境ストレスに強い耐性をもつことが知られている 28,29)。よって、大気中の乾燥状

態では、芽胞を形成する細菌のみが生残し、他の微生物種が淘汰され、微生物群の多様性が減少

したと考えられる。今回の調査では、高度600 mの比較的サイズの大きいエアロゾル粒子は、高度

10 m由来の大気からの巻き上がりではなく、東の方角から移送されてきたと見なせる(図２－８)。 

バイオエアロゾル試料から得た16S rDNAの部分塩基配列を系統分類学的に解析したところ、高

度10 mと600 mでは優占細菌の種組成が異なった(図２－９)。高度600 mの試料に由来する核酸塩

基配列（バンドSDd-1、SAd-2、SAd-3、SAd-5及びSAd-6）を含む系統タイプは、高度10 mの試料の

塩分濃度3%の集積培養からもバンドSAd-10として検出された。高度600 mの試料の塩基配列は、B. 

subtilisグループに属し、一方で、高度10 mの試料は、B. subtilisグループとB. cereusグルー

プの系統タイプで構成されていた。前述のように、気象データの解析では、調査期間中、高度10 m

と600 mでは異なる向き(それぞれ、東向きと西向き)に風が吹いていた。従って、高度600 mの大

気中のバイオエアロゾル粒子が地表に垂直に降下して、上空の細菌種が地上で検出されたと推察

できる。Bacillus属に属する細菌は、上空20000 mでも分離されており、高度600m以上の大気にお

いても微生物の垂直輸送が示唆されている 30)。そのため、日本の黄砂飛来地域での混合過程で、

珠洲市の大気中から地上へ鉱物粒子に付着した生残する耐塩細菌が輸送される可能性がある。 

４つの系統タイプのうち１つの系統タイプは、高度600 mで捕集した試料に由来する塩基配列

SDd-1、SAd-2、SAd-3、SAd-5及びSAd-6および高度10 mの試料に由来するSAd-10を含んだ。これら

の塩基配列は、Bacillus種Z17と100%の高い相同性を示し、B. subtilisグループに属した。DDBJ

データベースでは、Bacillus種Z17は、中国の高山湿地から分離されている。さらに、高度10 mと

600 mで捕集した試料の集積培養から検出されたSAd-4とSAd-12を含む系統タイプは、それぞれB. 

subtilisグループの細菌群と近縁であった。東広島市とゴビ砂漠の大気中で発見されたB. 

subtilisが同一の複数の配列を有することも明らかになっている。従って、黄砂によって、細菌

が輸送され、降下している可能性は高い。B. subtilisの近縁細菌種は、African dust発生時の北

カリブ35)と黄砂の起源となるタクラマカン砂漠16)で捕集したエアロゾルからも分離されてきた。本

研究では、大気中を砂塵が輸送される際、B. subtilisの近縁細菌が、生残力維持したまま大気中

を移動し、珠洲市をふくむ環境域に向けて生息範囲を拡大する可能性がある。 

高度10 mで捕集した試料で特異的に検出されたSDd-7、SAd-8、SAd-9、SAd-11及びSAd-13の塩基
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配列を含む系統タイプは、B. cereus、B. thuringiensisおよびB. mycoidesなどのB . cereusグ

ループの細菌種と100%の相同性で一致した。さらに、この系統タイプに含まれるSDd-7は、バイオ

エアロゾル試料から直接抽出したDNAから得られており、高度10 mの大気中で優占していると言え

る。SAd-4の塩基配列は、高度600 mの試料の塩分濃度10%での集積培養から得られ既知細菌とは

99.4%の低い相同性を示し、B. subtilisグループに属した。高度10 mの塩分濃度10%の集積培養か

ら得られたSAd-12の系統タイプは、系統樹上でB.amyloliquefaciensを含むB. subtilisグループ

の細菌群とクラスターを形成した。 

黄砂発生時に珠洲市上空でバイオエアロゾルを採取し、細菌種を検出したところ、Bacillus属

に属する耐塩細菌群が生残していることが明らかとなった。B. subtilisグループの近縁細菌種は、

珠洲市上空600 mの大気中で優占したが実証され、高度10 mで捕集したバイオエアロゾル試料の培

養の1つから検出された。高度10 mの大気中では、B. cereusグループの細菌種は、B. subtilisグ

ループと同様に検出された。その結果、黄砂が発生した際、鉱物粒子に付着した細菌細胞が、珠

洲市上空600 mから地表への境界層を越えて下降したと推察できる。現在、Bacillus属の細菌種は、

黄砂飛来地域(珠洲市)と黄砂発生地域(敦煌市)の両方で検出されているものの、今回、珠洲市で

得られた細菌の16S rDNA塩基配列は、敦煌市のバイオエアロゾルにおける細菌群の塩基配列とは

一致しなかった36)。この細菌種の不一致は、サンプリング期間の違いによって生じたのであろう。 

 

4）分離細菌株の種組成解析 

2008年5月に上空および地上において採取したバイオエアロゾルの懸濁液あるいは塩分集積培

養を寒天プレートに塗沫したところ、細菌株全12株（Si-1からSi-12）を単離した。細菌株の16S rDNA

塩基配列を用いて細菌群を分類した結果、12株のすべてがBacillus属に属した（表２－５）。た

だし、3グループに大別でき、それぞれのグループの核酸塩基配列はBacillus sp. Zシリーズ、B. 

amyloliquefaciensおよびB. mojavensisに近縁となった。また、Bacillus sp. ZシリーズとB. 

mojavensisの近縁グループは600ｍのエアロゾルサンプルで検出され、10mでは見られなかった。

従って、調査時の上空と地上の大気は混合されておらず、Bacillus sp. ZシリーズとB. mojavensis

の近縁グループの細菌群は、珠洲市の北西側の大気から飛来した可能性が高い。しかしながら、

珠洲市および敦煌市の調査で、大気中からいずれもBacillus属の細菌が検出されたため、日本お

よび中国の大気中にはBacillus属の細菌群が優占していると考えられる。 

 

（３）敦煌市及び珠洲市のバイオエアロゾルに含まれる微生物群の比較 

中国タクラマカン砂漠及び能登半島の珠洲市の上空数百mにおいて、バイオエアロゾル試料を捕

集し、その細菌種組成をPCR-DGGE解析で分析したところ、大気中にはBacillus属に属する細菌種

が優占しており、生残していることが確認された。これらの細菌群は、高い塩分にも耐性をもち、

環境ストレスに耐えて、黄砂によって長距離輸送されている可能性がある。更に、タクラマカン

砂漠では、地上と上空のバイオエアロゾルが混合しており、珠洲市では、上空から地上へとバイ

オエアロゾルが降下していることが本調査で実証された。従って、タクラマカン砂漠の地上に生

息する耐塩細菌が、黄砂が舞いあがるのに乗じて、上空大気と垂直混合され、黄砂粒子に付着し

たまま、能登半島珠洲市にまで飛来して地上に降下したと考えられる。 

 ただし、両地点では、細菌種の完全な一致は認められなかった。これは、試料を捕集する時期
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が異なったのが原因と考えられる。今後の研究では、同時期に黄砂発生地および黄砂飛来地の両

地点で試料を捕集する必要がある。また、16S rDNAの塩基配列のみで種を同定しても、同種であ

ることしか言及できない。細菌群の長距離輸送を実証するには、株レベルでの一致を判断する必

要がある。今後は、耐塩機能や抗ストレス機能をコードする保存性の低い機能遺伝子を標的とし

た解析が望まれる。 

 耐塩細菌を標的にした生物分析化学的手法は、大気中に生息する細菌群を検出するのに適して

おり、細菌の越境輸送実証につながるであろう。今後、黄砂発生によって中国から日本へと飛来

する微生物群を特定することは、風下の生態系の変化や人間及び動物への健康影響を議論するの

に必須である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6  Particle concentrations of each diameter size in the atmosphere at 600 m (white bars) 

and below 20 m (grey bars) above ground. 
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図２－６ 粒径と粒子濃度（珠洲市上空） 
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Fig. 7  Microbial growth of the bioaerosol samples collected at heights of 600 m (a) and 

10 m (b) in the media containing NaCl at the concentrations of 0 % (square), 3 % 

(circle), 10 % (triangle) and 15 % (diamond).  All experiments were performed 

in five test tubes. 
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図２－７ 上空600 m(a)と10 m(b)で採集したバイオエアロゾルの増殖（珠洲市

上空） 
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Fig. 8  DGGE profile (band patterns) of amplified 16S rDNA from 

the genomic DNA directly extracted from bioaerosol samples 

at 10 and 600 m and from the bacterial cultures of bioaerosol 

samples collected at 10 and 600 m, which were cultivated in 

TS media containing 0 %, 3 %, 10 %, and 15 % NaCl.  A 

40 % (upper side) to 60 % (lower side) denaturing gradient 

was used. 
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図２－８ 上空600 mと10 mで採集したバイオエアロゾルサンプ

ルのDGGE解析結果（珠洲市上空） 
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Fig. 9  Phylogenetic tree including the partial sequences of 16S rDNA amplicons excised from the DGGE 

gel shown in Fig. 4.  The tree was calculated from a dissimilarity matrix of ca. 409 bp (Escherichia 

coli numbering 421 to 848) alignment using a neighbour-joining algorithm.  The accession number 

of each reference sequence is also given.  Sample information (NaCl concentrations in the culture 

medium or genomic DNA directly extracted from bioaerosol sample) is shown in parentheses.  

Bootstrap values larger than 50 % (after 1,000 resampling) are indicated on the branches. 
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５．本研究により得られた成果 

 

（１）科学的意義 

中国タクラマカン砂漠の上空1000 mおよび日本珠洲市の上空800mおいて捕集した黄砂粒子に細

菌が付着している証拠を蛍光顕微鏡観察で確認した。この試料を、塩分濃度を変えた培地で順化

培養したところ、塩分に強い耐性をもつ細菌群（耐塩細菌）の増殖が確認でき、上空においても

微生物の生存を実証できた。さらには、遺伝学的に細菌種を特定した結果、日本上空および中国

上空ともに大部分の細菌群がBacillus属に属した。また、地上と上空で優占している細菌群も近

縁となり、バイオエアロゾルの垂直混合が示唆された。まとめると、環境ストレスに耐性のある

細菌群は生きたまま上空まで舞い上がり、黄砂粒子と挙動をともにして、日本まで飛来する可能

性がある。本研究成果は、これまで推測の域を出なかった大気による微生物の輸送を、具体的に

実験データによって裏付けするものである。特に、上空ではBacillus属の細菌群が優占しており、

大気を経由することでその生息範囲を拡大できる可能性がある。大気の長距離輸送は、陸水中の

微生物を介した物質循環のみならず、動植物への病害影響および伝統的な酒造や醸造業に使用さ

れる微生物の起源を考察する上で、生物環境学として不可欠な現象となる。日本の微生物生態学

に大気からのアプローチの重要性を示唆することができた。また、大気中での挙動が分かってい

ない耐塩細菌の生理生態の解明は、微生物生態学に新たな知見を築くとともに、新規の耐塩細菌

の分離につながり、そのストレス耐性機能は遺伝子工学（生物工学）的に応用可能であろう。 

 

（２）地球環境政策への貢献 

「耐塩細菌群を対象としたバイオエアロゾル分析手法」は、大気中に生息し移送される細菌

群を検出するのに適しており、細菌の越境輸送実証につながるであろう。今回得られた研究成

果は、大気学および微生物学をつなぐ新たな研究分野の開拓につながり、新規にバイオエアロ

ゾルシンポジウムの発展に貢献した。さらに、第２回から第４回のバイオエアロゾルシンポジ

ウムにおいて研究成果が発表され、著名な微生物学者や海洋学者の注目をあつめ、大気中を移

動する微生物の重要性に多くの科学者が関心を持つようになった。今後、バイオエアロゾルシ

ンポジウムを、黄砂によって中国から日本へと飛来する微生物群の情報発信源とすることで、

風下の生態系の変化や人間及び動物への健康影響の政策を有意義に議論できるようになるであ

ろう。そして、実際に、本研究活動は、朝日新聞、NHK放送、朝日放送をはじめ数々の地方新聞

から取材を受け、全国的に公表されつつあり、世論の関心も集めつつある。 
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（３）出願特許 

 特に記載すべき事項はない。 

 

（４）シンポジウム、セミナーの開催（主催のもの） 

 １）第二回大気バイオエアロゾルシンポジウム（2008年1月12日、熊本県立大学、約50名） 

 ２）第三回大気バイオエアロゾルシンポジウム（2009年1月11日、仙台KKRホテル、約50名） 

 

（５）マスコミ等への公表・報道等 

 1) 朝日新聞（2008年6月20日、全国版一面、次頁参照） 

  2) 熊本日日新聞（2009年4月25日、朝刊社会面） 

 3) 北國新聞（2008年5月8日、石川版） 

 4) 北陸中日新聞（2008年5月8日、石川版） 

 5) 朝日新聞（2008年5月8日、石川版） 

 6) 読売新聞（2008年5月8日、石川版） 

 7) 北陸中日新聞（2009年4月29日、石川版） 

  8) 週刊文春（2009年3月12日号、文藝春秋社、p.46-49、次頁参照） 

9) テレビ朝日報道ステーション（2009年3月17日、黄砂バイオエアロゾルの採取と同定の成果

について資料提供し、5分ほど紹介） 
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 10) フジテレビサキヨミLive（2009年4月19日、黄砂バイオエアロゾルの採取、分析と健康影響

の成果について10分ほど紹介） 

 11) ＮＨＫサイエンスゼロ（放送日未定2009年5月30日の予定、珠洲における黄砂バイオエアロ

ゾルの採取、分析と健康影響などについて紹介） 

12) ＮＨＫニュース石川版（2008年5月7日、珠洲での黄砂バイオエアロゾルサンプリングにつ

いて5分ほど紹介） 

13) 北陸朝日放送ニュース石川版（2008年5月7日、珠洲での黄砂バイオエアロゾルサンプリン

グについて5分ほど紹介） 

 

（６）その他 

 2008年度日本エアロゾル学会論文賞受賞（2008年8月21日，論文名「黄砂発生源におけるバイオ

エアロゾル拡散に関する研究」：８．研究成果の発表状況（１）誌上発表 <論文（査読あり）>

の 1）に記載した論文、次頁参照） 
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朝日新聞（2008年6月20日、全国版一面）記事 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

週刊文春（2009年3月12日号、文藝春秋社、p.46-47）記事 
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週刊文春（2009年3月12日号、文藝春秋社、p.48-49）記事 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

論文賞受賞論文表紙（左）と賞状（右） 


