
1　緒言・目的

中国大陸北部の乾燥地帯で大気中へ巻き上がった鉱物粒
子は，東アジア一円に風送され，黄砂粒子となり黄砂現象
を引き起こす1）．黄砂粒子は，微生物を伴った状態で大気
中を移送拡散することがあるため，「微生物の箱舟」といわ
れ，ヒト健康や微生物生態系へ影響を及ぼす可能性が危惧
される2）3）．こうした細菌，カビ，花粉などの生物に由来す
るエアロゾルは，「バイオエアロゾル（bioaerosol）」と呼ば
れ4），黄砂とともに風送されるバイオエアロゾルは「黄砂
バイオエアロゾル」となる2）3）．バイオエアロゾルからは，
ヒト疾病や動植物病害にかかわる病原菌種と同種の菌が多
く分離検出されてきた5）．実際，動物実験レベルでは，黄
砂粒子に付着した微生物が，黄砂粒子に起因するアレル
ギー疾患を増悪させることが実証されており，ヒト健康に
も悪影響を及ぼす可能性も十分ある6）．一方，動植物の生
長を補助あるいは促進させる有用微生物も含み，その生理
生態に及ぼす影響は多岐にわたる2）．
これまで，黄砂発生源である中国大陸の乾燥地帯（敦煌
市）7）及び黄砂現象が見られた能登半島（珠洲市）8）の上空に
おいて，鉱物粒子を捕集し，その鉱物粒子から多数の微生
物株が分離されてきた．さらに，両地点の上空で耐塩性の
Bacillus属の細菌群が生存したまま浮遊していることが明

らかになり，黄砂による微生物の長距離輸送が示唆され
る9）10）．黄砂沈着地であるアジア各地では，黄砂粒子の飛
来とともに，大気中の微生物バイオマスが増える現象が認
められ11），バイオエアロゾルがアジア一円へ拡散すること
も実証されつつある．
本研究では，黄砂現象時におけるバイオエアロゾルの細
菌種組成の動態を明らかにするため，黄砂現象が見られた
2011年 5月 1日から 5月 7日にかけて，金沢大学の建物 5

階（高度 10 m）でエアロゾルを捕集し，16S ribosomal 

RNA遺伝子（16S rDNA）を標的としたクローン解析を施
行した．また，DAPI染色を用いた蛍光顕微鏡観察も併用
し，大気中の細菌細胞濃度を求め，細菌数の変化を測定し
た．

2　方　　　法

2・1　調　査
黄砂が観測された 2011年 5月 1日から 7日の間（この

うち黄砂イベントは 5月 1日から 5月 4日），石川県金沢
大学の自然科学研究科 1号館（36.6°N, 136.7°E）5階のテ
ラス（地表から 10 m）において，エアロゾルを，孔径 0.22 

μmのポリカーボネート製フィルター（アイソポア : 

MERCK製，東京，日本）上にエアポンプを用いて吸引捕
集した．朝と夕方にフィルターを交換し，約 12時間間隔で
連続してサンプリングすることで，合計 12試料を得た．5

月 1日のみ 1時間に 0～1 mm程度の降雨が観測されたが，
その後のサンプリングでは降雨は観測されなかった．ま
た，風速は，5月 1日に 10～15 m s－1の風速があったもの
の，他日は 10 m s－1を越える風速はなく，風は穏やかで
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近年，黄砂や汚染大気と挙動をともにするカビや細菌（黄砂バイオエアロゾル）にも強い関心が寄せられ，
そのヒト健康や環境生態系への影響が危惧される．しかし，大気に含まれる微生物群を定性定量する十分な
分析手法は確立されておらず，大気中での微生物の動態には不明な点が多い．本研究では，大型の黄砂が見
られた 2011年 5月上旬に，石川県金沢大学のテラス（高度 10 m）において，大気試料を採取し，16S rDNA

クローン解析によって細菌種組成を調べ，蛍光顕微鏡観察を用いた直接計数法によって細菌細胞濃度を定量
した．黄砂現象中盤では，Bacillus属の細菌種が優占し，黄砂発生地（タクラマカン砂漠）で検出された種と
近縁になった．黄砂初期と終盤には，海洋に生息する細菌種が多く検出され，黄砂と混合した日本海の海水
に起因すると推察できる．蛍光顕微鏡観察での計数では，細菌細胞濃度は黄砂時に 100倍に増え，特に，黄
砂発生時には海洋由来のグラム陰性細菌も風送され，全細菌数の 40％ を占めることが分かった．
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あった．エアロゾルを捕集したフィルターを，ゲノム DNA

の抽出に使用するまで－30℃ で 1週間から 2週間保存し
た．

2・2　16S rDNAを標的としたクローン・ライブラリー
の構築
エアロゾル粒子懸濁液の 1 mLに，100 g L－1ドデシル硫酸
ナトリウム溶液，及びタンパク質分解酵素溶液（10 g L－1 

lysozyme溶液及び1 g L－1 prteinase k溶液）をそれぞれ120 

μL加え，緩やかに撹
かく

拌し，50℃ で 30分間保温すること
で，微生物細胞を溶解させた．試料に含まれるゲノム DNA

を，フェノール─クロロホルム抽出及びエタノール沈殿に
よって精製した．次に，得られたゲノム DNAを鋳型とし
て，ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法によって 16S rRNA

遺伝子を増幅するため，抽出したゲノム DNA 1.0 μL（100 

ng μL－1），10×buffer（TaKaRa製，大津，日本）1.0 μL，dNTP 

0.8 μL，核酸プライマー 27F及び 1492R（2 μmol mL－1）各
1.5 μLずつ及び Taq polymerase（TaKaRa製，大津，日本）
0.1 μLを加え，滅菌水で全量 10 μLに調整した．プライ
マー 27F及び 1492Rは，細菌全般の 16S rDNAを認識し，
それぞれの配列は，5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC 

AG-3'及び 5'-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3'である12）．
混合液を含むマイクロチューブを，PCR用の核酸増幅装置
PCRプログラムテンプコントロールシステム PC-700

（ASTEC製，福岡，日本）に設置し，16S rDNAを増幅し
た．反応条件は，94℃ 5分間でゲノム DNAを変性させた
後，94℃ で 1分間，55℃ で 2分間，72℃ で 2分間の反
応を 30回繰り返し，72℃ 10分間反応させた後，4℃ で保
存した．得られた PCR産物を，低融点アガロースゲル上に
電気泳動した後，エチジウムブロマイドを用いて染色し，
254 nm UV励起で PCR増幅産物のバンドをゲル上で確認
した．検出されたゲル状のバンドを切り出した後，PCR増
幅産物を精製した．
精製した PCR産物 1.0 μLを，ベクタープラスミド（Life 

Technologies製，CA, USA）1.0 μL，生理食塩水 1.0 μL及
び滅菌超純水 3.0 μLと混合し，室温で 30分間反応させ，
PCR産物をプラスミドに組み込んだ．プラスミドの混合溶
液を，コンピタントセル（遺伝子組み換え用の大腸菌）50 

μLと穏やかに混合した後，氷上にて 30分間保冷し，温度
42℃ で正確に 30秒間保温することで，大腸菌にプラスミ
ドを取り込ませた．さらに，大腸菌の混合液に，賦活用細
菌培地を 200 μL加えた後，温度 37℃，200 rpmで 1時間
振とう培養した．培養した混合液を，5-ブロモ -4-クロロ
-3-インドリル -β-D-ガラクトピラノシド溶液とイソプロピ
ル -β-チオガラクトピラノシド溶液を塗抹した Lysogeny 

Broth（LB）寒天培地上（アンピシリン含有）に塗抹し，
37℃ で 18時間静置培養した．寒天培地上から，16S rDNA

を組み込まれたコロニー（白コロニー）を爪楊枝で掻
か

き取
り，LB液体培地に接種し，37℃ で 12時間振とう培養し
た．培養 1 mLを，20000×g，10分間，4℃ で遠心し，大
腸菌細胞を集菌した．次に，プラスミド抽出キット
（Promega製，Wisconsin, USA）を用いて大腸菌に含まれ
るプラスミド DNAを抽出した．プラスミド DNAに含まれ
る 16S rDNAの核酸塩基配列を，Dye Deoxy Terminator 

Cycle Sequencing kit（Life Technologies製，CA, USA）を
用いて決定した．シーケンス primerとしてM13Rを使い，
その配列は 5'-TGT AAA ACG ACG GCC-3'である．決定し
た塩基配列を DDBJデータベース（DNA Data Bank of 

Japan）上の既知配列と BLAST（Basic Local Alignment 

Search Tool）プログラムを用いて比較し，細菌の種組成を
解析した．また，クローンライブラリーが試料に含まれる
細菌種を網羅する程度を示す指標である coverageを計算
した．coverageの計算式は，（1-n/N）×100であり，n は
一回のみ検出されたクローンの個数を示し，N は全クロー
ン数である13）．優占して見られる核酸塩基配列について
は，TreeViewPPCを用いた近隣結合法によって，近縁の細
菌種の配列を含む系統樹を作成した14）．

2・3　エアロゾル試料中の粒子成分の測定
フィルターホルダー（ポリプロピレン製 13 mmフィル

ターホルダースウィネクス : MERCK製，東京，日本）に
取り付けられた孔径 0.22 μmのポリカーボネート製フィル
ター上にエアロゾルを，エアポンプを用いて吸引捕集し
た5）．捕集した後，フィルターホルダーの吸引口から，ホ
ルムアルデヒド溶液（濃度 1％）を注ぎ，フィルターの捕
集面と溶液を接触させ，エアロゾル試料を 1時間固定し
た．ホルムアルデヒド溶液を吸引沪過した後，4',6–

diamino–2- phenylindole（DAPI）溶液（0.05 μg mL－1）を
注ぎ，フィルターと接触させ染色した15）．DAPI溶液を沪過
して除き，染色したフィルターをフィルターホルダーから
外し，蛍光顕微鏡観察用のイマージョンオイルを滴下した
スライドガラス上に置き，さらにオイルを上から滴下した
後，カバーガラスを被せプレパラートを作製した．プレパ
ラートを落射型蛍光顕微鏡にセットし，波長 340 nmの紫
外線によって励起させながら，試料中の蛍光粒子を観察し
た．
一般的に，黄砂粒子において直径 5.0 μm以上のサイズ
粒子の含有率が高く，黄砂粒子は DAPIで染色すると薄い
青色の蛍光を発し，蛍光顕微鏡下で観察できる10）16）．また，
DAPIによって細菌細胞に含まれる DNAが染色され，細菌
細胞全体が強い青色の蛍光を発する．そこで，細菌細胞粒
子を数えた．計数するにあたり，接眼レンズに 10×10の
方眼接眼マイクロメーターを入れて，10視野の粒子を計数
し，格子の面積をもとにフィルター上の総粒子数を求めた
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後，その総粒子数を沪過試水量（0.5 mL）で割り，大気中
に含まれる細菌細胞濃度（particles m－3）を求めた．なお，
細菌細胞は，大型粒子に付着した状態と単体の状態で観察
された．付着した細菌細胞については，大型粒子の裏側に
も同程度の細菌細胞が存在すると考え，計数値を 2倍にし
た．

3　結　　　果

3・1　大気バイオエアロゾルの細菌種組成
黄砂が観測された 2011年 5月 9日から 11日の間，金沢
大学の建物 5階（高度 10 m）において，エアロゾル試料を
採取し，合計 12試料を得た．エアロゾル試料からゲノム
DNAを抽出し，16S rDNAクローンライブラリーを作成し
た．その結果，12試料ごとに，それぞれ 30クローン以上
を分析し，合計で 411クローンの核酸塩基配列を決定し
た．各試料のクローンライブラリーの coverageは，80％ 

から 93％ の範囲になり，試料に含まれる細菌種の多くを
網羅していることを示す高い値となった．クローンライブ
ラリーの核酸塩基配列の大部分は，Cyanobacteria門，
Proteobacteria門及び Firmicutes門に属し（Table 1），その種
組成は経時的に変動した（Fig. 1）．

Cyanobacteria門に属す核酸塩基配列は，すべてのエアロ
ゾル試料から検出され，各試料において全クローン数の
3％ から 70％ の割合を占め，調査期間を通じて大きく変
動した（Fig. 1）．特に黄砂発生初期に採取した試料 1から
3において，全クローン数の 53％ 以上が Cyanobacteria門
に属し，その 90％ 以上が Shynechococcus sp.と 95％ 以上
の相同性で近縁となり，優占した（Table 1）．クローンの
核酸塩基配列と Shynechococcus sp.に近縁な既知配列を用い
て，系統樹を作成したところ，淡水と海水由来の
Shynechococcus sp.で形成されるクラスターの間で，全 12試
料から得られたクローン（Kzp1-1, 2-11, 3-1, 20, 4-25, 5-27, 

6-20, 7-5, 8-15, 9-24, 10-30, 12-9）が，単独のクラスターを
成した（Fig. 2）．一方，黄砂飛来時中盤に検出された配列
（Kzp3-6, 3-16, 6-29）は，Shynechococcus sp.と 99.9％ の相同
性で近縁となり（Table 1），海洋由来の Shynechococcus sp.の
クラスターに属した．

Proteobacteria門に属す核酸塩基配列は，観測期間を通じ
て検出され，特に，黄砂収束時に採取された試料 5, 7及び
9から比較的多く検出され，Alpha proteobacteriumに属し，そ
れぞれ各試料の全クローン数の 23％, 38％ 及び 48％ を
占めた（Fig. 1）．Alpha proteobacteriumの配列は，系統樹上
で Alpha proteobacterium SCGC AAA series及び Sphingomonas

属に属す 2タイプに大別された（Fig. 3）．Alpha proteobacte-

rium SCGC AAA seriesは，海洋から多く検出される細菌群
であり，黄砂発生時に見られたクローン Kzp2-23, 3-3, 4-20

と黄砂収束時に見られたクローン Kzp8-27, 9-14, 10-7をク

ラスターに含んだ．特に，黄砂収束時の試料 9の全クロー
ンの 37％ は，SCGC AAA seriesに属し，外洋で生息する
SAR11グループや深海で採取された細菌群の配列と
95.2％ から 98.7％ の相同性で近縁となった（Table 1）．
ただし，同種と判断できる基準値（99.7％）よりも，相同
性が低いため，新種の細菌であると見なせる．

Firmicutes門に属す核酸塩基配列は，観測期間全体を通じ
て，試料ごとの全クローン数に対する割合は 3.4％ から
87％ の範囲となり，経時的に大きく変動した（Fig. 1）．
Firmicutes門に属すクローンは，系統樹上において，主に
Bacillus subtilis group，B. pumilus group，B. megaterium 

group及び Staphylococcus属の 4グループに大別された
（Fig. 4）．黄砂発生時の試料から検出されたクローンKzp-2-

5, 4-6及び 9-16は，B. subtilisと 99.7％ 以上の相同性で一
致し，同種であると判断できる（Table 1, Fig. 4）．また，黄
砂発生時に見られたクローンKzp-6-32, 6-42及び8-33は，B. 

pumilusと 99.7％ 以上の相同性を示し，同種となった．B. 

subtilisと B. pumilusの核酸塩基配列は，黄砂期間の夜に採
取した試料 4，6及び 8で多く見られ，それぞれの全クロー
ン数の 33％, 51％ 及び 58％ を占め，黄砂時期にのみ特
異的に検出された（Fig. 1）．一方，黄砂発生時及び収束時
の試料から検出されたクローン Kzp-5-8, 5-20, 12-5, 12-28, 

12-18, 12-10, 11-9, 11-19, 7-43, 11-27 は，B. megaterium と
99.6％ から 100％ の相同性を示し，近縁となった（Table 1, 

Fig. 4）．B. megateriumのクローンの割合は，黄砂発生時の
日中に得られた試料 5及び 7では，それぞれ 53％ 及び
24％ となり，黄砂収束時に採取した試料 10，11及び 12で
はそれぞれ 48％，87％ 及び 86％ と高くなった（Fig. 1）．
黄砂飛来時の日中は，放射熱による地上大気の舞い上がり
が大きく，黄砂収束時は，大気中よりも地上からの粒子の
供給が増える傾向にある．したがって，B. megateriumは地
上からの舞い上がりに起因する可能性が高い．

3・2　大気バイオエアロゾルの細胞密度
全 12試料に含まれるエアロゾル粒子を DAPI染色した

後，蛍光顕微鏡下で観察したところ，細菌細胞粒子は濃い
青色の小粒子として見られ，鉱物粒子である白色（水色）
の大粒子，あるいは有機物粒子である黄色粒子と区別して
検出された（Fig. 5）．さらに，細菌細胞数を計数した結果，
大気中の細菌細胞密度は 5月 1日の昼から夜にかけて
1.62×105 particles m－3から 1.72×107 particles m－3にま
で 100倍に増大し，5月 3日の夜まで 107 particles m－3の
オーダーで推移した（Fig. 6）．5月 4日の昼には，6.37×
105 particles m－3まで 1度減少した後，5月 4日の夜に
3.34×107 particles m－3まで再度増え，黄砂の収束ととも
に 5月 5日の昼には減少し，105 particles m－3オーダーを
観測終了時まで維持した．また，5月 1日の日中には降水
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Table 1    Phylogenetic affiliation of 16S rRNA gene sequences obtained from clone libraries

Numbers  
of clones

Sampling period a) Category Closest relative
Length/ 

bp
Similarity/ 
％ b)

1 1 Acidobacteria Acidobacteriaceae bacterium 597 89.6

4 1,2,12 Actinobacteria Actinobacterium SCGC AAA015-N09 624 95.2

55 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11 Cyanobacteria Synechococcus sp. CC9605 697 95.1
41 1,2,3,4,5,6,8,9,10,11,12 Synechococcus sp. CC9902 674 99.3

5 3,6 Synechococcus sp. CC9605 698 99.4
5 1,2,7 Synechococcus sp. MH305 454 92.0
4 1,7,10 Synechococcus sp. CC9311 445 97.7
1 7 Synechococcus sp. WH 8017 598 82.9
1 4 Synechoccus sp. CC9908 649 99.8
1 4 Synechoccus sp. CC9907 609 99.3
1 4 Cyanobacterium MS-M-7 595 93.3

80 2,4,5,7,10,11,12 Firmicutes Bacillus megaterium 698 100
49 6,8 Bacillus sp. 4115 595 99.8
16 6,8 Bacillus pumilus 594 99.8
13 1,2,4,6,8,9,10 Bacillus subtilis 691 100

8 11,12 Bacillus sp. A2095 601 99.8
8 7 Bacillus sp. 1127 600 99.8
4 2,3 Bacillus cereus 713 100
2 5,7 Bacillus sp. SoA2 613 100
2 4 Bacillus sp. ET 587 79.1
2 7 Bacillus sp. 6014 600 99.3
2 6 Bacillus sp. 4042 596 99.8
2 6,8 Staphylococcus hominis 696 99.9
1 6 Staphylococcus sp. SRC DSF7 524 100
1 5 Bacillus sp. KR076 621 99.8
1 2 Bacillus sp. Asd2 716 100
1 6 Lepilemur dorsalis 545 99.6

11 1,4,9 Eukaryota Quercus nigra 544 98.7
7 2,3,4,5 Alnus incana chloroplast 694 99.7
3 2,6,7 Pinus caribaea chloroplast 457 97.8
3 7 Pinus pinaster chloroplast 598 100
2 7,8 Pinus merkusii chloroplast 603 100
1 12 Pinus yecorensis chloroplast 599 100
1 7 Pinus brutia chloroplast 722 99.9
1 6 Pinus arizonica chloroplast 567 99.8
1 6 Ostreococcus tauri chloroplast 329 92.4
1 3 Micromonas sp. RCC299 chloroplast 717 99.3

18 5,7,11 Proteobacteria Sphingomonas sp. SKJH-30 620 99.8
13 2,4,9 Candidatus Pelagibacter ubique 689 98.7

5 2,4,8,9 Alpha proteobacterium SCGC AAA001-C06 631 95.2
5 1,3,10 Alpha proteobacterium SCGC AAA288-E22 713 97.1
4 7,11 Sphingomonas wittichii 483 99.8
2 6 Microbulbifer sp. Y226 717 99.3
2 4 Escherichia coli 740 99.9
1 5 Sphingomonas sp. DCY44 622 98.7
1 1 Sneathiella chinensis 696 89.4
1 7 Rhizobiales bacterium CCBAU 25323 620 89.7
1 3 Neisseria animaloris 357 99.6
1 5 Herbaspirillum sp. SUEMI08 622 99.5
1 5 Cupriavidus pauculus 691 98.6
1 7 Bacterium SH1-7 591 90.9
1 6 Alteromonas macleodii 536 92.5
1 1 Acinetobacter sp. JH250-8 624 95.2

4 9 no rank Bacterium WHC5-1 600 99.5
3 7,10 Bacterium SH1-7 525 90.1
1 4 Leuconostoc mesenteroides 593 94.8
1 3 Micromonosporaceae bacterium YIM 65646 357 99.6
1 7 Bacterium 2-3 616 99.5
1 4 Endophytic bacterium sh291 710 95.5

a) Numbering of the sampling periods is reffered as the numbers in Fig. 1.    b) Similarity value between each isolate and the closest 
relative in databases.



があったため，大気中の粒子が湿性沈着し，粒子数がいっ
たん減少した後，黄砂の飛来とともに粒子が増大したとみ
なせる．さらに，クローン解析の結果をもとに，全細菌数
におけるグラム陽性細菌とグラム陰性細菌の割合を求め，
それぞれの細菌細胞密度の変化も示した（Fig. 6）．その結
果，両細菌の細胞濃度は，黄砂発生時には，全細菌数と同
様の変動を示したものの，黄砂収束時にはグラム陽性細菌
の方がグラム陰性よりも高くなった．特に，5月 7日では，
グラム陽性細菌の細胞濃度はグラム陰性細菌の 100倍以上
になった．

4　考　　　察

黄砂の飛来とともに大気中のエアロゾル粒子全般が増大
し，同調してバイオエアロゾル粒子の量も増える11）．中国
では黄砂が発生すると，大気に含まれる微生物の種組成が
変動し，特にFirmicutes属に属する細菌群の割合が増えるこ

とが報告されている17）．本研究は，大気中の細菌群のク
ローン解析法を駆使して，黄砂が飛来した金沢市の大気中
における細菌叢の動態を調査した．黄砂発生を含む観測期
間（2011年 5月 9日から 11日）では，大気の細菌種組成
は，主に Cyanobacteria門，Proteobacteria門及び Firmicutes門
に属す種で構成されていた（Table 1），黄砂飛来の経過と
ともに経時的に変動した（Fig. 1）．なお，各試料から得ら
れたクローンライブラリーの coverageは，80％ から 93％ 

と高い値となり13），今回，解析したクローン数で，各試料
に含まれる優占種の種組成を把握できると見なせる．

Cyanobacteria門に属すクローンの大部分は，Shynechococcus 

sp.と近縁となり，互いに高い相同性を示した（Table 1）．
Shynechococcusは，海洋に多く生息する藍藻であり，黄海，
日本海及び地中海などの世界中の海域から分離さてき
た18）19）．一方．淡水に生息する Shynechococcusも分離され，
海洋と淡水の種では異なるクラスターを形成する．今回，

Fig. 1    Change in the compositions of partial sequences of 16S rDNA clones (ca. 400 bp) obtained from 
bioaerosol samples collected at 10 m altitude in Kanazawa City from May 1 to May 7
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黄砂のエアロゾル試料から得られたクローンの大部分は，
海洋と淡水のクラスターに属さず，単独のクラスターを形
成した（Fig. 2）．新奇の Shynechococcusが黄砂とともに風送
されていたと考えられる．一方，海洋に生息する
Shynechococcusのクラスターに属するクローンも得られた．
世界中の海洋に生息する Shynechococcusの 16r DNAの核酸
塩基配列を地域別に比較したところ，その地域特異性は低
いと考えられている20）．Shynechococcusを含む藍藻は，酸化
ストレスに耐性があり，通常の微生物では生存に適さない
悪環境でも生き抜くことが知られている21）．したがって，
Shynechococcusは，大気中の乾燥に耐え，風送されていると
十分考えられる．中国大陸から日本海に入り込んだ黄砂を
含む大気は，乾燥しており，日本海を通過する際に多くの
海水を巻き上げ，含有する1）．そのため，日本に飛来した
黄砂は，降水をともない，海洋に生息する Cyanobacteria門
の微生物群を多く含んでいたと推察できる．

Cyanobacteria門の種は，黄砂発生初期に多く見られたのに

対し，Alpha proteobacterium SCGC AAA series及びShingomonas

属に属すクローンは，黄砂の収束時に多く検出され，試料
7及び9ではクローン全体のそれぞれ33％ 及び50％ を占
めた（Fig. 1）．Alpha proteobacterium SCGC AAA seriesは，外
洋で生息する SAR11グループの細菌群も含み，日本海から
も近縁種が検出されている22）23）．また，Alpha proteobacteria

門に属す細菌群は，シベリアや北極など寒冷地の土壌にお
いて優占種となることがあり，特に，黄砂収束時期に検出
された Shingomonas属の細菌は寒冷地に多く見られる24）．
先述のとおり，試料 7及び 9からは，海洋由来の Synechococcus

の核酸塩基配列も多く検出された．試料 7及び 9を採取し
た調査時期には，北風が卓越しており，北方の海洋あるい
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Fig. 2    Phylogenetic tree including partial sequences 
of 16S rDNA amplicons obtained from clone libraries 
(Kzp series) of bioaerosol samples collected in 
Kanazawa City, and known members of Cyanobacteria.    
The phylogenetic tree was calculated from a 
dissimilarity matrix of an approximately 330-bp 
alignment (Escherichia coli numbering 153 to 482) 
using a neighbor-joining algorithm.    The sample 
information and the accession number of each 
reference sequence are given in parentheses.    Open 
circles at branch points indicate that bootstrap values 
obtained by neighbor-joining analysis exceeded 50％ 
(after 1000 resamplings).
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Fig. 3    Phylogenetic tree including partial sequences 
of 16S rDNA amplicons obtained from clone libraries 
(Kzp series) obtained from bioaerosol samples 
collected in Kanazawa City, and the known members 
of Alpha-proteobacteria.    The phylogenetic tree was 
calculated from a dissimilarity matrix of an 
approximately 330-bp alignment (Escherichia coli 
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given in parentheses.    Open circles at branch points 
indicate that bootstrap values obtained by neighbor-
joining analysis exceeded 50 ％ (after 1000 
resamplings).



はシベリアから巻き上がった細菌群が輸送されてきた可能
性が高い．一方で，Sphingomonas属の細菌群は，日本の土
壌や水田にも生息する25）26）．本種は，黄砂時期の昼間に採
集した試料 5, 7及び 9に多く検出されたため，上昇気流が
強まる日中に地上から巻き上がったとも推測できる．

Firmicutes門に属すクローンは，観測期間全体を通じて検
出され（Fig. 1），B. subtilis group，B. pumilus group，B. 

megaterium group及び Staphylococcus属の 4グループに分か

れ（Fig. 3），それぞれのグループは期間を通じて割合が変
動した．B. subtilisと B. pumilusの核酸塩基配列は，黄砂発
生時の夜に採取した試料 4, 6及び 8に特異的に出現した．
Bacillus属は，土壌中に多く生息し，芽胞を形成することで
環境ストレスに強い耐性を示す7）8）．先行研究でも，B. 

subtilisと B. pumilusは，黄砂の発生地（タクラマカン砂漠）
の上空でも優占種として検出され，黄砂飛来時の能登上空
3000 mでも優占していた7）8）．したがって，これらの細菌
種は，黄砂とともに長距離輸送されると考えられる．B. 

subtilisの細菌群は人への感染力は低く，病原性はほとんど
ないが，日和見感染することで知られる27）28）．また，B. 

subtilisは納豆菌としても知られており29），能登上空 3000 m

から分離した B. subtilisでも大豆を発酵させ納豆を作るこ
とができた3）．B. pumilusは，赤血球を溶解させ，腸炎の原
因となる株が存在する一方30），海洋性病原体の増殖を阻害
する働きから養殖漁業の防菌への使用が試行されてい
る31）．よって，黄砂バイオエアロゾルは，ヒト健康へ影響
を及ぼす反面，食品製造や微生物生態にかかわる細菌も含
んでいるといえる．
一方，B. megateriumは，黄砂発生時の日中と黄砂収束時
に採取した試料 5, 7, 10, 11及び 12で高い割合を占めた
（Fig. 1）．黄砂発生時の日中では，日中の放射によって地上
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Fig. 4    Phylogenetic tree including partial sequences 
of 16S rDNA amplicons obtained from clone libraries 
(Kzp series) of bioaerosol samples collected in 
Kanazawa City, and the known members of Firmicutes.    
The phylogenetic tree was calculated from a 
dissimilarity matrix of an approximately 330-bp 
alignment (Escherichia coli numbering 153 to 482) 
using a neighbor-joining algorithm.    The sample 
information and the accession number of each 
reference sequence are given in parentheses.    Open 
circles at branch points indicate that bootstrap values 
obtained by neighbor-joining analysis exceeded 50％ 
(after 1000 resamplings).

Fig. 5    Epifluorescence micrograph of aerosols in an 
air sample collected at 10 m from 19:00 on May 2 to 
7:00 on May 3.    Arrows indicate bacterial particles, 
and the bar scale is 10 μm
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からの対流が生じ，地上からの巻き上りが大気中に混合し
やすいと考えられる．これまでの観測調査において，B. 

megateriumは，地上観測でよく観察され，数百m以上の大
気中からは検出されなかった7）8）32）．B. megateriumは，金沢
市の土壌からの巻き上がりに起因する可能性が高い．
さらに，エアロゾル試料を蛍光顕微鏡下で観察し，細菌
細胞を計数した．その結果，黄砂現象の間，細菌細胞の粒
子濃度は，107 particles m－3のオーダーまで 100倍に増大
し，黄砂が続く限り高濃度を維持した（Fig. 6）．これまで
にも，鉱物粒子とともに微生物が長距離輸送され，ヨー
ロッパ33）やアジア11）34）各地では砂塵

じん

の時期に大気中の微生
物量が増大するという報告があり，今回の結果とも合致す
る．さらに，本研究では，クローン解析の結果を併用し，
グラム陽性細菌とグラム陰性細菌の細胞濃度を区別して求
め，その経時的変動も明からにした．グラム陽性細菌の大
部分は，B. subtilis及び B. megateriumなどのヒト健康への悪
影響の少ない種であった．これに対し，グラム陰性細菌全
般は，細胞壁に Lipopolysaccharide（LPS; リボ多糖）を含
み，アレルギー増悪の原因になることが知られている（市
瀬ら，論文準備中）．今回の計数結果では，グラム陰性細菌
の割合は，特に黄砂飛来時に多くなったため，黄砂ととも
に風送される細菌群がアレルギー増悪を引き起こす可能性
がある．

5　結言・結論

2011年 5月上旬に大気エアロゾル試料を採取し，16S 

rDNAのクローンライブラリーを作成することで，黄砂発
生時の細菌種組成の動態を分析した．黄砂発生初期には，
乾燥した大気が日本海の海水を含み日本へと上陸するた
め，海洋起源である藍藻が多く見られた．黄砂現象中盤で
は，特定細菌種 B. subtilis及び B. pumilusが大気から検出さ
れ，黄砂発生地（タクラマカン砂漠）及び黄砂飛来時の上
空数千mで採取した種と高い相同性を示した．したがっ
て，地上大気の細菌種組成は黄砂の影響を受けると言え
る．また，蛍光顕微鏡観察を駆使した計数法では，細菌細
胞粒子の濃度が，黄砂発生時には 100倍（107 particles 

m－3）に増大することが分かった．よって，本手法で，黄
砂飛来前後での微生物濃度を比較し，バイオエアロゾルの
動態を定量的に調べることができる．さらには，蛍光顕微
鏡による計数法とクローン解析を併用すれば，大気バイオ
エアロゾルに含まれる特定微生物の動態解析が可能とな
る．今後，大気微生物の動態を定量的にモニタリングし，
アレルギー増悪の疫学的調査結果と比較検討することで，
公衆衛生学的情報の提供に繋がる．
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Fig. 6    Temporal variations of the concentrations of all bacterial particles (open circles), Gram-negative 
bacterial particles (closed triangles), and Gram-positive bacterial particles (closed squares) in bioaerosol 
samples collected at 10 m altitude in Kanazawa City from May 1 to May 7, 2011
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Microbial communities transported by Asian desert dust (KOSA) events have attracted much 
attention as bioaerosols, because the transported microorganisms are thought to influence 
biological ecosystems, and human life as well as atmospheric processes in downwind areas.    
However, the microbial dynamics in Japan during a KOSA dust event are unclear.    In this 
study, sequential air sampling was performed on the top of a building (10 m altitude) within 
the KOSA arrival area (Kanazawa City, Japan: 36.6°N, 136.7°E) from May 1 to May 7, 2013, 
when a dust event occurred.    A 16S rDNA clone library prepared from air samples mainly 
belonged to three phyla, such as Firmicutes, Cyanobacteria, and Alpha-proteobacteria.    Some clones 
of Firmicutes appeared specifically during the midst of a dust event, and consisted primarily of 
Bacillus subtilis and B. pumilus, which are known to dominantly inhabit atmospheric area in the 
KOSA source area (Chinese desert).    The clones belonging to Cyanobacteria and Alpha-
proteobacteria were mainly detected at the initial and last periods of dust events; they are relatives 
to marine bacterial species.    Our results suggest that airborne bacterial communities on the 
surface of ground during a dust event are composed of terrestrial and pelagic bacterial 
populations, and that the dust event influences the dynamics of airborne bacterial communities 
on the ground surface of a downwind area.

Keywords: bioaerosol; asian dust; Bacillus ; cloning; 16S rRNA gene.


