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［要旨］韓国Chongju市のChungbuk National Universityの建物の屋上にて、2008年11月にサブテ

ーマ１と連携してサンプリングを行った。本サブテーマでは、黄砂バイオエアロゾルの多様性解

明のためのプロテオミクス解析を行った。プロテオミクス解析には、黄砂中の生きているバイオ

エアロゾルを同定・検出することが必要である。黄砂中の微生物を採取（中国敦煌市、韓国清州

市、日本天草市）・分離し、ゲルベースプロテオーム分析システム・液体ベースタンパク分画二

次元電気泳動・質量分析法を用いた同定のための増幅を行った。メタプロテオーム研究の目的は、

存在している微生物群のタイプを解析することであり、特定の微生物について分析することでは

ない。有毒な細菌やウィルスの早期検出のために、タンパク分画システムを基礎とした高スルー

プットプロテオミクスと質量分析法を開発した。微生物コミュニティから発現した混合タンパク

分析（メタプロテオーム）の研究は、生態系の微生物組成の機能性に関する情報を提供した。本

研究のプロテオミクス分析の応用は、黄砂エアロゾル中の微生物を理解するための環境エアロゾ

ル研究の発展に寄与するであろう。 

 

［キーワード］を記載のこと 

 

１．はじめに 

黄砂（Asian dust）は、中国内陸部の砂漠や黄土地域で発生する土壌である。韓国では「yellow 

sand」、日本では「黄砂」と呼ばれている。黄砂の粒子は分散し、太陽熱の放射を吸収し、化学

反応部位や大気中で雲の凝集核や氷の核となることから、局地的あるいは地球全体の気象と環境

の変化に著しく影響を与える。一方、最近は毎年春に、韓国や日本、太平洋地域まで黄砂バイオ

エアロゾルが偏西風によって運ばれる1)。最近、中国の経済成長が著しいため、環境汚染がひどく

なってきている。特に、菌類や細菌、マイコトキシン、ウィルスのようなヒト病原菌を含む高度

に汚染されたバイオエアロゾルが、近隣諸国に重大な環境問題と健康問題を引き起こしている。

黄砂バイオエアロゾルは、生物（植物、微生物、動物）由来の浮遊微粒子で、至るところに存在

する。黄砂は、一般に生物種を含むバイオエアロゾルと非生物種を含むバイオエアロゾルがある。
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生物種含有バイオエアロゾルには、細菌、ウィルス、カビ、菌類、花粉、チリダニ、昆虫の死骸

のような生物あるいは生物由来の浮遊微粒子が含まれており、一方、非生物種含有バイオエアロ

ゾルにはタンパク質、炭水化物、細胞の破片等が含まれている 2)。黄砂は、毒素（即ち、農薬、炭

化水素、金属類）やヒト病原体の運び手として有害であり他の海洋生物にも害のある藻の異常発

生の引き金となるため、ヒトの健康ばかりではなく生態系の健全さとともに、地球環境にも重大

な影響を与える。特に以前から、屋内外の環境において病原性浮遊微生物が確実に検出されてい

ることは、病原物質の感染や制御に関連して、さまざまな科学上、公衆衛生上の課題が生じ、ま

すます重要になってきている3,4)。既にいくつかの研究が、バイオエアロゾル、特に生菌種が病気

感染のベクターであり、環境問題上重要になることを報告しているが 5,6)、この現象への系統的な

アプローチは、まだ最初の段階にある。プロテオミクス分析法には、多環式芳香族炭化水素、殺

虫剤、高分子量アレルゲンを含む複数の有機物質を検出して同定する可能性があり、凝集体によ

る汚染量の評価を可能にし、病気の原因における粒子関連化学混合物を研究できるようにする。

土地固有の微生物群により発現されたタンパク質の大規模研究は、生態系の微生物成分の機能化

に洞察を得るための情報を提供するであろう 7,8)。このような理由で、著者達は「メタプロテオミ

クス：黄砂バイオエアロゾルにおける機能性微生物生態系を研究するための新しい方法」を創出

するために、この現象について、韓国-日本の共同研究を提案してきた。最初の研究は、黄砂バイ

オエアロゾルの多様性の範囲をカバーする理想的な条件と実験を定義するために、研究方法の開

発に向けて行われた。 

本サブテーマにおけるプロテオミクス解析は、２つのカテゴリーのもとで進められる。第一の

カテゴリーは、ピークの同定を必要としない場所でのフィンガープリントに大きく依存するもの

である。第二のカテゴリーは、プロテオミクス／バイオ-インフォマティクスを用いたピーク同定

を目指している。研究の第一の部分は、検出のためのフィンガープリントに大きく依存する、バ

イオエアロゾル質量分析計に焦点を絞った。研究の第二の部分は、特定ペプチドのマイクロシー

クエンス法により微生物を同定するプロテオミクス／バイオ-インフォマティクスに集中した。ま

た、タンパク分画の二次元電気泳動（2-DE）法と最新型質量分析計を使用して、黄砂試料中の浮

遊性生物媒体の混合微生物群のメタプロテオミクス研究も行った。これらの技術を統合して利用

することで、微生物機能についてより包括的観点が得られる。一方でこの研究には、黄砂現象と

関連して、大気によって輸送されている化合物の毒性評価も含まれる。 

 

２．研究目的 

本研究の最終的な目的は、黄砂バイオエアロゾルの長距離輸送による微生物の飛来の実相調査

と病原性微生物飛来による健康被害の可能性を検討することにある。本サブテーマにおいては、

黄砂バイオエアロゾルの長距離輸送における中間地点である韓国におけるサンプリングの実施と

微生物の飛来の実相調査として、プロテオミクス解析について検討した。 

 

３．研究方法 

（１）韓国におけるサンプリング 

 韓国Chongju市のChungbuk National Universityの建物の屋上にて、2008年11月にサブテーマ１

と連携してサンプリングを行った。係留気球は用いることができなかったが、サンプルは、サブ
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テーマ２（分離培養・同定）とサブテーマ３（メタゲノム解析）に配付し、両サブテーマでは現

在分析中である。 

 

（２）中国・韓国・日本上空で採取したサンプルのプロテオミクス解析 

バイオエアロゾル試料は、2008年10月22〜26日に敦煌市気象部（北緯40°東経90°）の構内お

よび敦煌市近郊の砂漠4カ所においてサンプリングを行った。敦煌市は、日本や韓国に飛来する黄

砂の発生地であるタクラマカン砂漠の東側境界に位置している。さらにサンプリングは、2008年

11月13〜15日に黄砂の長距離移動の中間点である韓国の清州市（北緯36°東経127°）、2008年12

月12〜14日に最終的に黄砂が降下する地域として日本の天草市（北緯32°東経130°）においても

実施した。清州市と天草市の試料は分析が継続中であり、ここでは敦煌市の試料について報告す

る。バイオエアロゾル試料は繋留気球9-11)を用いて、地表面から約800 mの高さで採取した。一方、

地表面から10 mの高さでの採取はある建物の屋上で行った。各高度でのサンプリング方法は、1日

のうち1時間で0.7 m3の空気を0.45 μmの膜フィルター付エアポンプで採取するものである。1時間

というサンプリング時間は、バッテリが切れる前にエアポンプが800 mの高度で機能できる最大時

間である。サンプリングの前に、フィルターはフィルターホルダーとともに蒸気滅菌した（イン

ライン・フィルターホルダー47 mm；ミリポア社、日本東京）。 

図５－１に示すように、2-DEの第一段階であるIEFは、20℃でPharmacia Biotech IPGphor 電気

泳動システムで行った。試料は、シーブルー・プラス2マーカー（Invitrogen, ca, USA）で銀染

色したゲルにタンパク質濃度700 gで搭載した。IEFは、分析・調製ゲル用IPGphorにおいて500Vで2

時間、1000Vで0.5時間、2000Vで0.5時間、4000Vで0.5時間行い、最終的に8000Vで70000V・時間に

保った。ブロモフェノールブルーがゲル底部に達するまで12時間、30 mA gel-1でSDS-PAGE（PROTEAN 

II Xiセルシステム（Bio-rad、アメリカ・カリフォルニア）使用）を行った。銀染色ゲルはUMAX 

Powerlook 1100スキャナーでスキャンした。Progenesisi PG 200（Amersham Pharmacia Biotech、

アメリカ・ニュージャージー）を用いて、体積をベースとするスポット強度の定量（即ち、スポ

ット面積全体のスポット光強度の積分値から値を算出）を含め、ゲルの画像解析を行った。既に

述べた方法12)に従ってMALDI-TOF質量分析を実施した。MALDI-TOF質量分析システム（Voyager 

DE-STR, PE Biosystem, Framingham, マサチューセッツ）を用いてタンパク分析を行った。マト

リックスとトリプシンの自己消化イオンピークを内部標準としてスペクトルを較正した。MS-Fit 

（http://prospector.ucsf.edu/）を用いてペプチド・マスフィンガープリント法で解析した。各

理論パラメータ（pI. 分子質量）をもつタンパクの同定は、ペプチド質量が10 ppmの質量許容範

囲内にある場合に限った。このようなデータの同定可能率は、SWISS-2D-PAGE

（http://www.expasy.org/）のようなインターネット上のプロトコールによって大きく変化した。 
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図５－１ 2-DEシステムおよび最新質量分析計を用いたメタプロテオーム分析の実験スキーム 

 

４．結果・考察 

（１）韓国におけるサンプリング 

 実際に2008年11月13日から15日まで、Chongju市のChunbuk National Universityの建物の屋上

で、サブテーマ１が開発した黄砂バイオエアロゾルサンプラーを用いてサンプリングを行った。

図５－２は、サンプリングの様子を示す。 
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図５－２ 韓国サンプリングの様子 

 

 

（２）中国・韓国・日本上空で採取したサンプルのプロテオミクス解析 

図５－３に示すように、各タンパク試料について、二次元SDS/PAGEを4〜8回繰り返し、銀染色

後、ソフトウェアImageMaster（Amarshan Biosciences）を用いて比較画像解析用に平均2-DE画像

を作成した。それぞれの平均ゲル画像について約300スポットを画像化し、DH-A（N 40˚ 01'4", E 

94˚ 47'39"）と DH-B（N 40˚ 21‘28", E 93˚ 48‘49"）の2-DE画像を系統的に比較した。この比

較画像解析により、17種類の細胞内タンパク質がDH-AとDH-Bの間のスポット強度に30％以上の差

を示すことが判明した。現在、各タンパク質のスポットについてMALDI-TOF解析を行い、続いて

Expasyデータベースを用いて試料特有のタンパク質のピークについてペプチド・マスフィンガー

プリント法を行っているところである。 

Beckman Coulter社製 ProteomeLab PF 2Dシステム（図５－４）を適用して、既に述べたように

13)、血漿タンパク発現プロファイル実験を行った。試料注入の前に、BSA法でタンパク濃度を決定

し、一次元開始緩衝液で1.5 mg mL-1の濃度になるよう調節した。一次元クロマトフォーカシング

を室温で、流速0.2 mL min-1で実施した。各測定の前に、カラムはpH 8.3〜8.5の安定したベース
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ラインになるまで、約30カラム容量の開始緩衝液（pH 8.5）により平衡状態に調整した。全試料

ループが試料で満たされた時、改良された分離再現性が観察された。従って、調整試料2.25 mLを

ルーチン的に一次元クロマトフォーカシングのカラムに注入した。試料注入20分後に溶出緩衝液

（pH 4.0）に切り替わって、溶出が始まった。タンパク質は等電点（pI）を下げるために溶出さ

れた。溶出最終点において、10カラム容量の1M NaCl溶液で、続いて10カラム容量の水でカラムを

洗浄した。画分を0.3 pH間隔でディープウェルプレート上に集め、逆相カラムに注入する前にオ

ートサンプラーに入れて10℃で保存した。50℃、流速0.75mL min-1で逆相クロマトグラフィによっ

て二次分離を行った。溶媒Aは0.1 ％(v/v)TFA水溶液、溶媒BはTFA0.08 ％(v/v)TFAアセトニトリ

ル溶液である。pH 8.0〜4.0領域の各一次元pH画分から200 μLを注入した。ペプチドとタンパク

は、濃度勾配0〜100％のB溶媒で30分間溶出し、続いて100％のB溶媒で5分間洗浄した。開始から

6.3分から24.3分まで、画分を30秒ごとに集めた。各操作前に、カラムは10カラム容量の溶媒Aで

再度平衡状態に調整した。図５－５、図５－６、図５－７に示すように、ProteomeLab TM PF 2D

システムは、一次元でpI値、二次元で疎水性によってペプチドとタンパク質を分離した。次に、

プロテイン発現差を検出するために、同一のpH画分のクロマトグラフィ・プロファイルをDH-A試

料とDH-B試料の間で比較した。一次元ではタンパクはその等電点（pI）に従ってクロマトフォー

カシングにより分離した（図５－５）。二次元ではタンパク質はその疎水性に従って、ノンポー

ラス逆相クロマトグラフィにより、さらに分画した（図５－６）。また、黄砂試料によってタン

パク発現のプロファイルに顕著な違いがあることを図５－７は示している。現在我々は、飛行時

間型質量分析計（MALDI-TOF MS）のマトリックス補助レーザー脱着イオン化時間により試料固有

のタンパクのピーク（即ち、各2D分離で合計217画分を生成）についてタンパク同定と官能基のキ

ャラクタリゼーションを行っている。 
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図５－３ DH-AおよびDH-Bの比較メタプロテオーム分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５－４ 黄砂バイオエアロゾルのメタプロテオーム分析用ProteomeLab PF-2Dシステム 
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図５－５ ２種類黄砂バイオエアロゾルのクロマトフォーカシング・プロファイル 
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図５－６ DH-AおよびDH-BのProteomeLab PF-2D pI/Mwマッピング 
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図５－７ PF-2Dシステムによる比較メタプロテオーム分析 
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５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

黄砂発生期間中、中国-韓国-日本における大気中の微生物多様性を調査し、研究することが可

能となった。特に、我々の研究により、黄砂バイオエアロゾル中に同定された微生物の環境毒性

や、各微生物に曝された時の呼吸器系疾患との相関性を評価できるようになるだろう。従って、

今後の研究は、自然発生する大気中エアロゾルの生物への影響をさらに深く理解するために、環

境のエアロゾル研究とプロテオーム分析を統一する予定である。 

 

（２）地球環境政策への貢献 

発見された菌株には、病原性のものや農林水産業などの産業に影響を及ぼすものもあったので、

新たなアプローチでの黄砂に関する環境政策や黄砂予報の必要性を訴えることとなった。また、

社会的にも関心が高く、新聞・テレビのメディアから取材を受けることとなった。 
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“黄砂発生源のエアロゾルに含まれる微生物” 

45) 山田丸、小林史尚、牧輝弥、柿川真紀子、張代洲、陳彬、洪天祥、當房豊、長谷正博、東朊

美、原和嵩、石廣玉、岩坂泰信：第25回エアロゾル科学・技術研究討論会 A03 (2008) 

“気球を用いた対流圏バイオエアロゾルの拡散に関する研究” 

46) 鈴木振二、牧輝弥、小林史尚、柿川真紀子、山田丸、東朊美、陳彬、石廣玉、當房豊、洪天

祥、長谷川浩、上田一正、岩坂泰信：第25回エアロゾル科学・技術研究討論会 A05 (2008) 

“黄砂粒子上に生残する耐塩細菌群の種組成解析” 

47) S. Toda, F. Kobayashi, M. Yamada, M. Kakikawa, T. Maki, T. Higashi, C. Hong, Y. Tobo, 

B. Chen, G.-Y. Shi, Y. Iwasaka: International Aerosol Symposium 2008, 227-228 (2008) 

“Isolation, Identification, and Direct sampling of Bioaerosols in the convective mixed 

layer over KOSA region, Dunhuang” 

48) M. Yamada, Y. Iwasaka, D. Zhang, T. Miyazawa, F. Kobayashi, M. Kakikawa, K. Hayakawa: 

International Aerosol Symposium 2008, 263-264 (2008) 

“Development of a particle counter for bioaerosol measurement” 

49) 小林史尚, 牧輝弥，柿川真紀子, 東朊美，山田丸，石廣玉，岩坂泰信, 第49回年会大気環境

学会 (2008) 

“敦煌気球観測で見られる微生物と黄砂” 

 50) 山田丸，小林史尚，牧輝弥，柿川真紀子，張代洲，陳彬，洪天祥，當房豊，長谷正博，石廣

玉，岩坂泰信：第49回年会大気環境学会 (2008) 

“気球を用いた対流圏バイオエアロゾル観測：粒子数濃度計測とバイオエアロゾル混合状態

の解析” 
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51) F. Kobayashi, S.Toda, M.Yamada, M.Kakikawa T., Maki, T.Higashi, C.Hong, Y.Tobo, B.Chen, 

G.-Y. Shi, Y.Iwasaka:IGAC 10th International Conference (2008) 

“Bioaerosols in the Convective Mixed Layer Over KOSA Region, Dunhuang” 

52) M. Yamada, T. Maki, F. Kobayashi, B. Chen, M. Kakikawa, D. Zhang, M. Nagatani, C. 

Hong, G.-Y. Shi, Y. Iwasaka: IGAC 10th International Conference (2008) 

“Diffusion of bioaerosols linked with mineral particles in the boundary layer over 

a desert area of the Northwest China,” 

 53) 小林史尚，山田丸，牧輝弥，柿川真紀子，山田洋一，東朊美，荻野千秋，Kim Yang-Hoon：

第三回大気バイオエアロゾルシンポジウム (2009) 

“黄砂バイオエアロゾルの越境的健康被害調査のためのサンプリング・同定に関する研究” 

54) 柿川真紀子，小林史尚，牧輝弥，山田丸，東朊美，陳彬，石廣玉，當房豊，洪天祥，岩坂泰

信：第三回大気バイオエアロゾルシンポジウム (2009) 

“敦煌で採集したバイオエアロゾルのメタゲノム解析” 

55) 牧輝弥，鈴木振二，小林史尚，柿川真紀子，山田丸，東朊美，岩坂安信：第三回大気バイオ

エアロゾルシンポジウム (2009) 

    “大気バイオエアロゾル中に生残する耐塩細菌群の種組成の解明” 

56) 山田丸，小林史尚，岩坂泰信，柿川真紀子，牧輝弥，張代洲，長谷正博，陳彬，石廣玉：第

三回大気バイオエアロゾルシンポジウム (2009) 

“敦煌における対流圏バイオエアロゾルの顕微鏡観察” 

 

（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） 

 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
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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 



 

 

RF-072-117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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） 


