
1. 難培養性微生物が認知されるまで

難培養性微生物という言葉が微生物学の世界で使われ
るようになったのはここ 10 数年のことであるが，微生
物学に携わる研究者はそれ以前に培養できない微生物が
数多く存在していることを何も知らなかった訳ではな
い。どんな環境試料を顕微鏡で観察して見ても，実に多
様な形態や運動性を有する微生物がそこに存在している
ことがわかる。しかし，これらの試料を寒天培地上に接
種して出現するコロニーを，一つ一つ，つぶさに観察し
てみたとしても限られた姿の微生物しか生育しておら
ず，もとの試料に存在していたはずの“あの多様な微生
物”が寒天培地の上では忽然と姿を消してしまっている
ことに誰しも気づいていた。少なくとも 20 年前までの
微生物学であればここで話が終わってしまっていただろ
う。実際，培養できない（できなかった）微生物とは何
なのかを想像するすべもなかったからである。
しかし 1990 年代前半から微生物学は革命的な変貌を
とげた。20 世紀の最後から今日までの 10 数年間は端的
にいえば微生物を培養することなくその存在や機能・性
質の一端を明らかにすることができるようになった時代
である。その結果，これまでに知られている微生物の種
類は実際に地球上に存在するであろう微生物種のほんの
一握りであること，そして我々が研究のために扱ってき
た微生物はもっぱらたやすく培養できる“特別”な微生
物だったことが明らかになった。とりわけ 16S rRNA遺
伝子配列の情報蓄積がこれまでまったく知られていな
かった膨大な微生物群の存在を初めて我々に知らしめた
のである。

2. 多くの微生物は難培養性微生物である

これまでのさまざまな研究から地球上に存在する微生

物の総数（細胞の数）はおよそ 1030 個のオーダーでは
ないかと言われている 1）。これは地下圏掘削プロジェク
トや多くのフィールドデータから推定した値である。こ
の数字自身は通常の感覚では量りがたいものだが，それ
だけの数の微生物に含まれる炭素量は地球上に繁茂して
いる植物が固定している炭素量にほぼ匹敵すると言われ
れば多少の想像は可能になるであろう。
ところで今日性質が解明され，命名されている微生物
は 5,000 種にも満たないほどである。昆虫の 65 万種に
比べれば，いかにその数が少ないかがわかる。同時に，
微生物の種の数が昆虫の種の数より少ないはずはないで
あろうと思うのは当然である。それでは一体微生物の種
はどれくらいの数だけ存在するのであろうか？その答え
はもちろん誰も持ち合わせてはいない。ただ 1990 年，
16S rRNA 遺伝子による多様性解析とは一線を画した研
究として森林土壌を対象に，複雑微生物系全体から抽出
した全 DNA の解離曲線の解析結果から微生物種の数を
割り出した結果がある。それによれば土壌 1 グラムに
は 109 個オーダーの原核生物がいて，種の数はおよそ
10,000 のオーダーであると推定された 2）。しかし，2005
年になって 10,000 種というのはひとつひとつの種の微
生物が同じような数だけ存在していると仮定した値であ
り，実際には優占種と希少種がいてその種の総数は 1
グラムの土あたり 1,000,000 種のオーダーではないか，
という驚愕すべき報告がなされた 3）。ある場所の森林土
壌 1 グラムあたりの微生物種が 1,000,000 とすれば地球
環境全体でいったい何種の微生物が存在するか，今日の
我々の想像を大きく越えた値であることは間違いない。
微生物の種とは何か，という本質的な点については今な
お議論すべき問題は残しているが，仮に地球上の全微生
物種をさらに 3桁多い 1,000,000,000種とするだけでも，
現在正確に記述された微生物種は全体のわずか 0.0005％
ということになる。
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ではこれらすべてが難培養微生物であるか，と問われ
れば，答えはもちろん否である。確かに未知種の微生物
は膨大であるが，未知種の微生物はすなわち難培養微生
物ではない。これまでに多くの研究者によって多くの微
生物が分離されてきているが，その一つ一つが正確に同
定されているわけではない。つまり，培養が可能でも分
類や同定がなされていない微生物もまた膨大なはずであ
る。
もし微生物が 1,000,000,000 種だけいたとして，一体
どれくらいの微生物がいわゆる難培養微生物だろうか？
この問いには答えはない。それに答えるだけの精緻でか
つ膨大な解析はまだ行われていない。またそもそも難培
養微生物の定義自体はあいまいなものである。今日，難
培養微生物は文字通り，通常の培養では容易に純粋培養
や集積培養が困難な微生物という定義以上のものはな
い。では通常の培養とは何か？これは実験者が扱う微生
物によって定義はまちまちである。世の中に現存する何
千何万という培地の種類とそれに付帯する培養条件すべ
てを使ってもなお培養できない微生物，というのがより
厳密な“難培養性微生物”の定義であろう。
しかし，微生物の培養のための培地が何千何万あるに
しても，それら大部分は微生物の生育に必要な無機塩類，
窒素源，そしてエネルギー源かつ炭素源としての種々の
有機物である点では共通であり，しかもそれらをひとと
ころに混ぜて加えたバッチ式の培地であることは共通し
ている。さらに純粋分離にあたってはこれを通常寒天で
固めるという点において世界共通である。コッホの助手
であるペトリが 1880 年代後半にガラスのプレート（い
わゆるペトリ・ディッシュ）の中で，培地を寒天で固ま
らせたものを用いたのが現代の微生物培養技術の始まり
である 4）。寒天培地の上で 1 個のコロニーを釣り上げ，
あらためて新しい培地に画線塗抹すると一つの細胞が増
殖して再びコロニーができる。こうして確立した純粋培
養系を単クローンとして維持し，研究に用いてゆく。こ
の手法の簡便さと確からしさに疑いを挟む余地はない。
しかし，この方法にはすべての微生物は単独で寒天の
上でコロニーを作るという暗黙の前提が存在する。とこ
ろが，一定量の環境試料あたりに含まれている細胞数を
計数しておき，それらを寒天培地で培養して得られるコ
ロニー数と比較すると，歴然とした差があることが知ら
れるようになった。例えば海水を例にとると，全菌数に
対して実際に寒天培地の上で生えてくる微生物はわずか
0.1％にも満たない 5）。
今日の微生物学，特に分子遺伝学は大腸菌に代表され
るような容易に寒天で培養できるような微生物によって
その基礎が築かれた。しかし，大腸菌は“微生物は培養
しやすく研究に便利な生物”という明らかに誤った固定
観念を植え続けてきたことは否めない。私たちのような
微生物生態学に携わる者から見れば，大腸菌は例外的な
微生物である。もちろん，大腸菌のようにコロニーをた
やすく形成する微生物は多数いるが，複雑微生物系全体
から見ればごく少数である。

3. 難培養性微生物の実体とは

以下にこれまでの研究から見えてきた“難培養微生物

の姿”について概観したいと思う。もちろん別にさまざ
まな考え方や分類の仕方があることはご了解いただきた
い。筆者は難培養微生物を分類するとおおよそ以下のよ
うになると考えている。
（i）生育速度が著しく遅い微生物 : 生育の遅い微生物
は平均世代時間が長い上に生育開始までに要する時間
（いわゆる lag time）が長いという特徴を持つものが多
い。大腸菌の実験室での平均世代時間は 30 分である。
筆者らの常識ではこの世代時間はいわば“非常識な”
速さである。これまでに筆者らが扱ってきた微生物で
は平均世代時間が 4日，5日というのが当たり前である。
また生育開始までの lag が数週間に及ぶものも多い（図
1）6,7）。このような微生物では（基質濃度など培養条件
によるが）液体培養で静止期に達するまで 3 ヶ月近く
を要する。実際の環境を考えると，多くの場合，有機物
濃度が常に律速になっているが，それでも少しずつ供給
されているような場であれば増殖が速くなければならな
い必然性はない。また，他の微生物が資化できないよう
な基質を使うものであれば競合者はいないわけだから
“慌てて”生育する必要もない。さらに嫌気性微生物に
ありがちだが，モル基質あたりの獲得エネルギーが非常
に低いものは生育も遅い。典型的な例はメタン発酵系に
圧倒的な優占種として存在する Methanosaeta 属である
（図 2）。Methanosaeta は酢酸資化性のメタン生成古細
菌であるが，酢酸からのモルあたりのエネルギー獲得量
は非常に低く，生育も遅い。それにもかかわらず，メタ
ン発酵系の中で優占化しているのは基質をめぐる競合者
がほとんどいないからである。この菌種は酢酸を基質と
する培地で気長に待てば，集積は比較的容易である。し
かし，後述するように寒天でコロニーを形成しない典型
的な菌種のひとつであり，純粋培養はきわめて難しい。

（ii）寒天でコロニーを形成しない微生物：上述のメタ
ン生成古細菌に限らず，そもそも寒天という“物理化学
的な足場”の上でコロニーを作る微生物のほうが圧倒的
に少ないと考えるべきである。自然界における微生物の
生育の場は多様であり，寒天というのはたったその一つ
にすぎない。ゲル化剤を変えることによって生育する微

図 1 ．生育の遅い典型的な微生物の例。嫌気的条件でテレフタ
ル酸を分解する共生微生物であるが生育を開始するまでに
少なくとも一ヶ月間ほどの lag time が認められる。詳細は
文献 6を参照されたい。
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生物もあるが 8），基本的にこのようなゲル化剤を好まな
い微生物は多い。一つの細胞から得たコロニーをもって
クローンとして扱うのが微生物学の基本であるが，コロ
ニーを作らない微生物については液体培養による限界希
釈によって純化する方法がとられる。コロニーも形成し
ない，液体培養もできない微生物はもはや一筋縄ではい
かない難培養微生物であると言わざるを得ない。

（iii）生育に一定以上の細胞濃度を必要とする微生物：
微生物学の基礎は上述のように細胞一つからの生育を前
提としている。したがって寒天培養同様に液体培養にお
いても理論的には一つの生きた細胞を接種すれば生育は
開始するはずである。しかしながら，筆者らの経験では
103 から 105 以上の初期接種量が絶対必須な微生物が確
かに存在する。これは N- アシルホモセリンラクトンに
よるクオーラムセンシングと同様の効果を持つ生育因子
あるいは近年 bacterial cytokineと呼ばれる Resuscitation 
promoting factor（Rpf）のような物質の存在を示唆する
ものである。

（iv）濁度として検知できない細胞数レベルで静止期を
迎えてしまう微生物：このような微生物の代表例はアン
モニア酸化細菌，亜硝酸酸化細菌，鉄還元細菌，硫黄還
元菌などである。基質，電子受容体あるいは生成物の毒
性などにより高い基質濃度を用いて培養できない微生物
にその傾向が強い。また，海洋環境に多いといわれる
oligotroph と称される微生物も同様である。我々は微生
物の増殖を濁度でもって目視で判断することが多いが，
濁度が認められるほどに生育しない微生物は基質や生成
物の濃度を測定するか，あるいは微生物をフィルター上
で濃縮するなどの方法をとらなければ，生育の確認は困
難である。換言すれば，“濁度”が認められないからと言っ
て，それは“生育しない難培養微生物”と判断すること
は誤りかもしれない。

（v）他の微生物が生産する生育因子を必要とする微生
物：異種微生物間のクロストークと呼べるような現象に
ついて精緻な解明が成されている例は少ないが，あらゆ
る環境が複雑微生物系によって成立している以上，異種
微生物間のコミュニケーションや生育因子のやりとりは
おそらく普遍的な現象ではないかと思われる。このよう

な微生物は生育に必要な因子を供給する微生物が見つか
らない限り培養は困難である。我が国で古くから行われ
ている研究の代表例は Symbiobacterium thermophilum
と名づけられた微生物についてのものである 9）。この菌
の生育は，Bacillusや他の細菌の培養上清を添加すると
著しく促進する。その後の研究から本微生物は少なくと
も，ペプチド性因子，NH4+ で代替できるカチオン，炭
酸ガスの少なくとも 3 種の因子を要求することが明ら
かにされている。また，筆者らは最近，ある種の微生
物（A）（Catellatibacterium nectariphililum）が別種の
微生物（B）（Sphingomonas に類縁の細菌）の生産する
物質によって生育が著しく助長されることを見いだし
た 10,11）。さらに微生物（B）の生産物は微生物（A）の
みならず，種や属を越えた他の微生物（C）や微生物（D）
の生育を促進すること，さらに微生物（C）は属種の異
なる微生物（G, F, I, J, K）の生産物によっても生育促進
を受けることを明らかにした。これらのことは微生物間
での物質のやり取りは我々が想像する以上に複雑多様で
あり，さまざまな微生物間のクロストークが行われてい
ることを強く示唆するものである。

（vi）種間水素伝達を行う共生微生物：嫌気性微生物に
おいては種間で主にやりとりされる分子は水素である。
図 3 に示すように，多くの嫌気性微生物は物質の分解
過程で水素を発生する（水素発生型発酵微生物）。しかし，
水素は一定以上の濃度まで蓄積すると，物質の嫌気的酸
化反応そのものを阻害してしまう。水素発生型嫌気性微
生物群はこれを回避するために，発生する水素を速やか
に除去する微生物を必要とする。特に脂肪酸や低級アル
コール，芳香族化合物を分解する微生物にその傾向が顕
著である。“水素除去者”は多くの場合，水素を用いて
炭酸ガスを還元しメタンを作るメタン生成古細菌であ
る。実際の複雑系を in situ hybridization などの手法で
観察すると，水素発生を行う微生物を取り囲むように水
素資化性メタン生成古細菌が存在している 12,13）。このよ
うな水素発生型嫌気性微生物（嫌気共生細菌と呼ばれて
いる）はほとんど例外なく分離培養が難しい。筆者らは
このような微生物の分離を試みてきたが，分離にあたっ
ては，水素を消費するメタン生成古細菌を共存させた共
培養を行う。生育が非常に遅いものが多く，分離までに

図 2 ．Methanosaeta属メタン生成古細菌。酢酸資化性メタン菌
として圧倒的な優占種として存在する。生育の遅い典型的
な難培養微生物。

図 3 ．嫌気性微生物を特徴づける共生関係。多くの絶対嫌気性
微生物（A）は物質酸化にともなって水素を生成するが，
水素が一定以上の濃度に達すると自らの生体反応を停止さ
せてしまう。代謝および生育が進行するためには水素除去
者としての第二の微生物（B）を必要とする。この関係を
嫌気性微生物共生系と呼ぶ。
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長い年月を要するものが多い 14）。

（vii）昆虫や動物などに共生する微生物：昆虫の体内に
はさまざまな微生物が共生しているのはよく知られた事
実である。通常一種の昆虫に一種の微生物が共生してい
るが，時として複数種の微生物を共生させていることも
ある。最もよく研究されているもののひとつとしてはア
ブラムシの体細胞に共生している Buchneraと呼ばれる
大腸菌と遠縁の微生物である。似たような細菌はカメム
シを初めとする他の多くの昆虫にも見いだされている。
数ある難培養微生物の中でこれらの微生物群はおそらく
最も培養が難しい微生物であると考えられる。その最大
の理由はこれらの微生物は宿主昆虫に極度に依存した
生活環を持ち，宿主とともに共進化したため，単独で
生きてゆくために必要な多くの遺伝子を欠損させてい
る 15）。極言すればミトコンドリアのような運命をたど
ろうとしている微生物であり，もはや細胞の一器官の様
相を呈しているものも多い。嫌気性原生動物の細胞質に
もメタン生成古細菌やある種の細菌が共生していること
が知られているが，これらは宿主の生存に非常に重要な
役割を果たしていると考えられる 16）。

（viii）そもそも環境中で非優占的な微生物：これは基
本的かつ重要な点であるが，集団において一定の割合以
下しか存在しない微生物は（ある選択圧をかけない限
り），そもそも原理的に分離培養が困難なだけでなく，
PCR による遺伝子の検出すら困難である。例えば 109

の微生物数が存在する 1 グラムの土壌の小宇宙を想定
しよう。ここに 107 個ずつ存在する 99 の優占種と 102

個ずつ存在する 100,000 種類の微生物がいると仮定す
る。99 の優占種すべてが液体培養あるいは固体培養が
可能な微生物だとすると，100,000 種類の非優占種は（特
別な選択圧をかけることによってすべての優占種が排除
できる場合を除いて）通常の微生物培養手法では培養が
できないばかりでなく，PCR での検出も，メタゲノム
アプローチでも検出が困難である。一方で，もしある抗
生物質耐性微生物が 102 個存在していたとする。それ以
外のすべての微生物がその抗生物質に感受性ならば，そ
の 102 個はたやすく分離することができるであろう。実
は，何気ない普通の栄養源を含む培地で出現するコロ
ニーというのはごく特定の非優占種である場合が多い。
これはその“何気ない普通の培地”が立派な選択圧とし
て働いていることを意味しており，逆に言えば 99 種の
優占種にとっては不都合な培地であると言える。ここで
強調したいのは，幅広い微生物を捕捉しようと思って意
図した培地と培養条件そのものが実は決定的な選択圧に
なっていることがあるという点である。

4. 再び難培養性微生物とは

上述のように“難培養微生物の姿”について概観して
きたが，実際のところここで紹介した微生物は（a）結
果的には何らかの方法で集積・分離・培養が可能だった
もの（b）分離も培養もできないが，昆虫の共生体のよ
うに昆虫そのものが純粋培養器として機能し，ゲノム解
析を含めた機能推定が可能だったもの（c）さまざまな

手を尽くしたが分離・培養，機能推定もできなかったも
の，の 3 つに集約できる。本当に培養困難な微生物に
ついては，なぜ培養困難なのか，その答えは未だ持ち合
せていない。本稿で述べた“難培養微生物の実体”とい
うのは，培養できた微生物や培養ができなくても機能推
定が可能であった微生物の研究を通して，帰納法的に推
定したものに過ぎない。微生物というあらゆる生命の源
流である生物群の沃野を鳥瞰するにはなお多くの研究課
題が残されているが，“微生物を培養する”という作業
は実は生物学にとって最も根源的な課題と対峙している
ことにほかならない。
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