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１．研究の背景 

1936年から1976年にかけて、大気球あるいはロケットを

用いたサンプリングが行われ、そこから菌の単離が行われ

た。こうした初期の研究から 11-12 km の高度において

0.14 CFU・m-3、10-30 km において 0.8-0.4 CFU・m-3

（CFUは菌数の意味・実体積）の菌の存在が報告されてい

る。単離された菌の種類としてはBacillus sp. Micrococcus, 

Alternaria, Micobacterium などが報告されている (総説

Yang et al. 2009a)。本実験の共同研究者である東京薬科

大学山岸のグループでも、平成16年、17年に大気球を用

いた微生物採集実験を行い、成層圏での微生物の採集

に成功した（Yang et al. 2008a）。また、1999 年から 2000

年にかけて数回にわたり、航空機を用いた成層圏、対流

圏での大気中塵埃の採取と rRNA遺伝子の解析および紫

外線耐性の解析を行った。その結果、これまで知られてい

る最も紫外線耐性の菌 Deinococcus radiodurance よりもさ

らに高い耐性を示す菌が２株得られた(Yang et al. 2008b, 

2009b, 2010) 。 

以上のように、中層大気、特に成層圏において微生物

が存在していることがわかってきた。ところがここで問題と

なるのが、どのような状態で微生物が成層圏に存在してい

るかがよくわかっていないことである。成層圏で採取された

微生物は紫外線等の耐性が高いとはいえ、一個体が単独

で浮遊している場合には短時間で死滅してしまうはずであ

る。そのため、微生物の生存の観点からは、成層圏の微

生物は数個体以上が凝集体として集まっている、もしくは

数ミクロン以上のサイズの岩石の塵の内部に付着している

等、紫外線から何らかの形で遮蔽されているはずである。

しかし、微生物の凝集体でも岩石の塵でも大きさが数ミク

ロン以上の粒子は、ストークス沈降を考えると終端速度が

大きいため成層圏にとどまることが出来るのは短時間に限

られてしまう。数ミクロン以上の粒子が中層大気中にとどま

るためには、微生物を上空へ持ち上げる何らかのメカニズ

ムが働く必要があるが、これは未だ観測的に確認されてい

ない。この矛盾を解き、生物の地球からの流出/地球への

流入のフラックスに制約を加えるためには、中層大気中の

微生物の形態と高度分布を測定し、その動態を理解する

必要がある。 

ところが、前述の山岸グループの実験例などでは採取

した微生物をまず培養するという分析手順を採用していた

ため、採取された微生物の状態を観察することが困難であ

った。培養法では、一個体が単独で浮遊しているのか凝

集体でも塵に付着しているのかの区別は難しい。一方高

度分布に関しても、これまでに報告されている中層大気中

の微生物の高度分布は、ロケット、気球、飛行機実験など

の異なる手法、異なる場所、異なる時期に得られたデータ

をコンパイルしたものである。同じ手法で系統的に同じ場

所における異なる高度の微生物分布を調べた例は存在し

ない。そのため、それぞれの手法のバイアスや誤差、水平

方向の数密度の違い、季節変動などの影響を受けてしま

い、鉛直方向の輸送メカニズムや中層大気での滞留時間

等を定量的に評価することが出来ない。 

 

２．本研究の目的 

そこで本研究では、中層大気中の微生物の微生物の

形態と高度分布を観測することを目的とし、大気球を用い

た中層大気中の微生物採集実験を行うこととしたい。平成

25 年度大気球共同利用には、成層圏にいる微生物を既

存の大気球用フィルター式採取装置で採取し、その形態

を蛍光顕微鏡により観察することを目的として申請した。ま

た、フィルター式よりも採取効率の高いインパクター式の

微生物採取装置を新たに試作し、落下時に試料採取の

実証試験を行う。平成25年度に行った実証試験の結果を

踏まえ、平成 26 年度は制作したインパクター式高感度試

料採取装置を用い、微生物分布の高度分布を求める。中

層大気中の微生物の形態と高度分布を実際に観測するこ

とで、先行研究では全く手つかずであった微生物の対流

圏から中層大気への輸送メカニズムや中層大気中での滞

留時間と寿命に関する制約を与えたい。 

 

３．観測の具体的な方法 

フィルター式微生物採集装置は、数年前に山岸グルー

プの実験用に制作されたものをほぼそのまま用いる。真空

ポンプと流路、微生物を濾過するフィルターと流路を制御す
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るゲートバルブで構成されている。真空ポンプの入り切り、

およびバルブ開閉は地上からの信号で制御する。放球後、

設定した高度でポンプを起動、上空大気を吸引する。バル

ブを開いて吸引大気をフィルターでろ過することによって微

生物を採集する。フィルターを無菌的に取り外し、蛍光顕微

鏡で観察する。蛍光顕微鏡による観察では採取できた微生

物の検出効率が以前採用されていた培養法と比較して 10

倍程度向上するので、上空での飛行時間が 3 時間程度で

も十分な数の微生物を採取できる。採集装置の概要は宇宙

航空研究開発機構研究開発報告 JAXA RR-05-012 (2006

年３月)参照。ただしフィルターだけは、以前使っていたセル

ロースフィルターではなく、表面のざらつきが無く蛍光顕微

鏡の観察に適したポリカーボネイトフィルターを用いる。蛍

光顕微鏡による解析法と培養法との比較については、５節

で詳述する。 

インパクター型高効率試料採集装置は、密閉用ゲート

バルブと中空のＩ字管、内部に取り付けた試料採取板からな

り、バルブの動作は地上から制御する。ゴンドラをパラシュ

ートで降下させる途中にバルブを開け、管内部を通り抜ける

空気中の微生物を試料採取板に衝突させ、捕獲する。イン

パクター型微粒子採取法は、一般的な市販の微粒子採取

装置でも採用されている等、地上では一般的な手法である。

インパクター式を採用することにより、既存のフィルター型採

集装置の 24 時間分を落下距離わずか 1km で採取できる

（大きさ 10cm 角）。上空での動作がバルブ開閉のみですむ

上に試料採取時のコンタミの危険性が大きく減ずるため、気

球実験、特に微生物高度分布測定には非常に適している。 

 

４．微生物採集装置に関する準備状況 

フィルター式微生物採集装置および取扱い方法に関し

ては実績がある。平成 16 年度フィルター式微生物採集装

置を製作し、17 年度に大気球を用いた大気中の微生物採

集実験を行った。20km の高度で合計約 10m-3 の大気のろ

過をおこなった。装置の回収を行い、フィルターホルダーを

本体から取り外して、東京薬科大山岸研究室まで搬送した。

フィルターを無菌的に取り出し、培地上で 30℃で保温して

菌の培養を行った。20km 高度からの紫外線耐性菌の採集

を実現した。その結果 4 株の微生物採集と培養に成功した

（Yang et al. 2008a）。装置の詳細は宇宙航空研究開発機

構研究開発報告 JAXA RR-05-012 (2006 年３月)参照。 

一方、インパクター式の微生物採取装置は現在詳細設

計を行っている。平成 25 年度の実証試験では、既存のフィ

ルター式微生物採集装置に鉛直方向に一本通気管を付け

加えてインパクター式微粒子採取の実証試験を行う予定で

ある。新たに設けた鉛直管の途中にインパクター板を設置

し、上下をゲートバルブで密閉可能な状態にしておく。成層

圏で気球が落下している途中でバルブを開けて鉛直通気

管中を通り抜ける大気に含まれる試料を採取し、対流圏に

突入する前に再びバルブを密閉し、フィルター式微生物採

集装置と一緒に回収する。唯一の上空で動作をさせる部品

であるゲートバルブは、既存のフィルター式微生物採集装

置で使用しているゲートバルブと同型の製品を用いるため、

成層圏の環境に対する耐性や着水時の衝撃に帯する耐性、

地上からの信号を用いた制御などに関して実証済みであり、

問題は無い。 

採取効率に関してもインパクター式の微粒子採取装置に

問題はない。地上での大気中浮遊微生物の捕集に一般的

に用いられており、微生物サイズでも捕集効率は非常に高

い。インパクター式の微粒子採取では、大気の密度が小さく

対象微粒子のサイズが大きいほど捕集効率は高くなるため、

成層圏で微生物もしくはその凝集体などを捕集することに

問題はない。気球による成層圏エアロゾルの捕集実験の先

行研究でも、実際にインパクター式の微粒子採取装置で成

層圏エアロゾルの捕集し成功している（Okada et al., 1997)。

また、捕集効率も求められており、成層圏で微生物以上の

サイズであれば捕集効率はほぼ 100%である（Okada et al., 

1997)。 

 

５．分析方法： 蛍光顕微鏡による観察 

 本節では蛍光色素を用いた蛍光顕微鏡による微生物の

観察・解析について、予備実験の結果など準備状況を詳述

する。 

環境微生物解析の先行研究（土壌、水）から、培養可能

な微生物の100倍から1000倍の微生物が環境中に存在す

ると言われている。以前の JAXA 大気球を用いた微生物採

取実験では採取した全ての試料について培養を試みたが、

今回はフィルターごと蛍光色素で染色し、採取された微生

物の数と形態を蛍光顕微鏡で観察する。試料採取の手法

は実証されており確立されているが、気球で採取された試

料の蛍光顕微鏡での観察に関しては新規要素であるので、

予備実験を行った。 

予備実験の目的は、１）フィルターに採取した浮遊微生

物・塵試料の数、サイズ、状態（凝集体な ど）についての蛍

光顕微鏡を用いた分析手法の確立、２）確立した手法と以

前の気球実験で山岸グループで行った培養法との微生物

検出感度の比較、３）気球での試料採取と蛍光顕微鏡によ



る観察に適した試料採取用フィルターの選定、の３項目で

ある。 

予備実験では市販の地上用のダイアフラムポンプを用い、

直径 25mm のフィルターを通し地上の大気を 180 リットル吸

引し、その中に含まれている浮遊微生物と塵を漉しとった。

フィルターはポリカーボネートとセルロースの二種類を用い、

それぞれ試料採取を行った。漉し取ったフィルターは4個に

切り分け、一部は蛍光色素 SYBR Green I で染色後蛍光顕

微鏡で観察した。また、一部はフィルターごと寒天培地上に

置いて培養し、1週間後の株数をカウントした。 

１）の蛍光顕微鏡を用いた分析手法の確立については、

単独で浮遊している微生物、複数で凝集体を形成している

微生物、浮遊している岩石の塵、の３種類それぞれの観察

に成功した。用いた蛍光色素 SYBR Green I では、蛍光顕

微鏡にNIBAフィルターセット（励起フィルタ470nm-490nm、

観測波長帯510-550nm）を使用し、DNAがあれば蛍光を発

する。今回、フィルター上に単独で付着した微生物の撮像

に成功した（図1）。また、撮像された形態から凝集体か否か

の判別も可能である。今回の予備実験で採取できた凝集体

の画像を図 2 に示す。2 個の微生物が付着している様子が

観察できる。一方、蛍光は岩石からも発光される（図 3a）た

め注意が必要である。ただし、岩石の蛍光の場合には

NIBA 以外の蛍光顕微鏡フィルターセット（例えば WIG、

WU）でも発生する蛍光が観測される（図 3b、3c）のに対し、

微生物の DNA では NIBA フィルターセットを使用した場合

のみ蛍光を観測することが出来るため、複数のフィルターで

観察する事により区別できる。また、蛍光の強さや形態も微

生物と塵で違うため区別できる。今回の予備実験で撮像し

たものでは無いが、岩石の塵が多く存在する中に微生物が

混在している場合でも蛍光顕微鏡観察により検出できる（図

4）。 

２）の蛍光顕微鏡法と培養法との微生物検出感度の比較

は、蛍光顕微鏡で観測できた微生物の数と、同時に採取し

たものを培養して得られた微生物の株数の比較から求める

ことが出来る。今回の実験条件では、蛍光顕微鏡での観察

では直径25mmのフィルターの1/4の部分中に数十個程度

の微生物が観測された。一方、同じものを気球実験の先行

研究と同じ条件で培養した場合に形成されたコロニーの数

は 4～8 株であった。つまり、今回行う蛍光顕微鏡による観

察手法では、先行研究の培養法と比べ１桁程度の感度の

向上が期待できる。先行研究では上空での試料採取に 24

時間程度が必要であったが、蛍光顕微鏡での観察に切り替

えることによって 2～3時間の試料採取でも十分な数の微生

物が捕獲できることが期待される。 

最後に３）の気球での試料採取と蛍光顕微鏡による観察

に適した試料採取用フィルターの選定については、先行研

究で成層圏での試料採取で実績のあるセルロースのフィル

ターと、フィルタ表面が平らで顕微鏡観察に適したポリカー

ボネイトフィルターの２種類を用いて実験を行った。その結

果、先行研究で用いられたセルロースのフィルターは、蛍光

色素液を吸ってしまい微生物に蛍光色素液が行き渡りにく

く、表面のざらつきの影響で顕微鏡観察の際ピントを合わ

せるのが困難であることがわかった。一方、今回新たに試し

たポリカーボネイトフィルターは上記２つの問題が発生せず、

問題なく蛍光顕微鏡で微生物が観測できることがわかった。

図１、図 2、図 3 は全てポリカーボネイトフィルターを用いた

実験で撮像された画像である。よって、本研究ではポリカー

ボネイトフィルターを用いることを前提に、真空と低温に対

する耐性の検討を今後気球実験までの期間に行う。実験を

行う場合には、千葉工業大学惑星探査研究センターの火

星環境模擬チャンバーを用いて試験を行う。 

以上述べた通り、予備実験の目的である項目１）～３）を

達成できた。気球実験の際の運用や回収試料の無菌的取

り扱い等それ以外の点については以前の気球実験に準じ

て行うことで問題は無いので、既存のフィルター式試料採取

装置を用いて気球実験を行うことは大きな障害が無いことを

示すことが出来た。 
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図 1 ポリカーボネイトフィルター上に単独で存在する微生物の蛍光

顕微鏡画像。蛍光色素は SYBR Green I、蛍光顕微鏡のフィルター

は NIBA フィルターセット（励起フィルタ 470nm-490nm、観察波長帯

510-550nm）を使用。 

 

図 3a  岩石の塵の蛍光顕微鏡画像。蛍光色素は SYBR Green I、

蛍光顕微鏡のフィルターは NIBA を使用。 

 

図 3b 岩石の塵の蛍光顕微鏡画像。蛍光顕微鏡のフィルターは

WIG（励起フィルタ 520nm-550nm、観察波長帯 580nm-）を使用。 

 

図 3c 岩石の塵の蛍光顕微鏡画像。蛍光顕微鏡のフィルターは

WU（励起フィルタ 330nm-385nm、観察波長帯 420nm-）を使用。 

 

 

図 2 微生物凝集体（微生物２個）の蛍光顕微鏡画像。蛍光色素は

SYBR Green I、蛍光顕微鏡のフィルターは NIBA を使用。 

 

 

 

図 4 火星模擬土壌とその中に含まれる微生物の蛍光顕微鏡画像。

蛍光色素はSYBR Green I、蛍光顕微鏡のフィルターはNIBAを使用。

岩石の塵が多く存在する中に微生物が混在している場合でも蛍光

顕微鏡観察により検出できる。（玉川大学・吉村研究室撮影） 




