
Journal of Environmental Biotechnology
（環境バイオテクノロジー学会誌）
Vol. 16, No. 1, 59–64, 2016

　総　　説（特集）

1.　は じ め に

微生物学（細菌学）の歴史の始まりをどこにするかに
ついては議論が存在する。初めてその存在を確認（計
測）したという意味においては，17世紀後半，顕微鏡
の開発と同時に微生物細胞を発見したレーウェンフック
に端を発すると言えるであろう。肉眼では見えない，つ
まり 1マイクロメートルの小さな生命体を自身が開発し
た数百倍の倍率を装着した顕微鏡で確認した。しかし
レーウェンフックからさかのぼること 150年余り 16世
紀初頭のフラカストロを無視することはできない。彼は
「感知することのできないほど小さな増殖し伝染する粒
子」の存在を主張した。結果的に彼の仮説は現代の微生
物学の見地からみても驚くほど正確であることは後世に
証明されたわけであるが，コッホや彼のグループが完全
に微生物の存在を証明し，病気との因果関係を説明する
まで感染症の多くは，「瘴気」（有害な物質を含んだ空気）
が原因であるとされていた。コッホは，結核菌の発見
（ノーベル賞受賞）など細菌学的に重要な発見を多く成
し遂げたが，やはり分離培養方法を確立したこと，そし
てその意義をコッホの 4原則として明確にして細菌学の
基盤を確立したことにこそある。その基盤は今でも揺る
がない。未知微生物の機能や存在意義を知るためには，
単一の微生物を分離して純粋培養するというプロセスが
必要不可欠であり，プロセスそのものが現代まで続く微
生物学に関わる学問体系の基盤になっている。
ところが，今日では圧倒的多数の環境微生物が従来法
では培養できないことが一般的に認識されている。実際
に，土壌，海洋，淡水など様々な環境から得られたサン
プルにおいて，顕微鏡で直接計数して得られた植菌細胞
数に比較して寒天平板上でのコロニーの出現数は極めて
少ないことは広く知られており 1)，それを “Great Plate 

Count Anomaly” と呼称する 28)。しかし，それ自体は近
年発見された現象ではなく，植菌数と平板に形成される
コロニー数の矛盾については 120年前，すなわち寒天平
板培養法が登場してからさほど時間が経たないうちにお
そらく最初の報告がなされている 33)。この非常に単純な
現象が，今日「99％の微生物が培養できない」とされて
いる根拠のひとつである。ここで明確にしておかなけれ
ばいけないことは，「培養されていない微生物（未培養
微生物）」と「培養できない（または難培養性微生物）」
は同義ではないということである。もっとも培養されて
いない微生物の相当な割合は「培養困難な微生物」であ
ることは想像に難くない。また，培養困難であることが
原因で培養されていない場合もあり得る（多くの研究者
がチャレンジしたにもかかわらず）。さらに，Rinke ら
は，シングルセルゲノム解析技術を活用して正確かつ網
羅的な微生物相解析を行い，環境中の微生物の多様性を
再解析し，培養されていない系統群の大きな存在をその
系統的位置関係とともに明らかにし，同時に未だ分離株
が存在しない「門」が多数存在することを明らかにし
た 26)。Microbial Dark Matter と称される魅惑的な表現方
法でグルーピングされたこれらの微生物だが，やはりそ
れらの全てが難培養性微生物かどうかは定かではない。
そもそも難培養性微生物について科学的に定義すること
はそれこそ困難である。仮に培養できない微生物は存在
していたとしても，それがいかなる条件でも培養できな
いことを証明することは理論上不可能だからである。コ
ロニー形成率の低さを総称して，または経験的に多くの
微生物学者が分離培養に苦労している状況から，さらに
は未培養系統群の多さから，難培養性微生物というキー
ワードが環境微生物学分野では一定の存在感を示してい
る。難培養性微生物とはいかなるものなのだろうか？そ
れらはなぜ培養できないのであろうか？そしてどうした
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ら培養が可能になるのであろうか？培養できない多くの
微生物，すなわちコロニーを形成しなかった微生物（植
菌したが一定期間以内に増殖しなかった微生物）は，「菌
株固有の事象」であるというのが，微生物学的には常識
的な捉え方である。すなわち，有機物の種類と濃度，無
機物の種類と濃度，pH，温度，酸素濃度，ゲル化剤の
種類……そしてそれらの組み合わせを考えれば天文学的
な種類数の培養条件が考えられる。したがってある特定
の培養条件に植菌された環境微生物細胞のうちほんの一
部（例えば 1％）しか増殖せずコロニーを形成しなかっ
たとしてもなんら不思議なことではないと言える。「あ
る特定の培養条件に適合しなかったために増殖しなかっ
た」と説明可能だからである。このように培養条件の適
合性が微生物の分離培養の効率に最も影響を及ぼす因子
であることに疑う余地はない。微生物の難培養性に関す
る議論はそこをベースに始めるべきである。しかし，あ
えてそこからさらに一歩踏み込んで議論を進めることに
する。培養できない理由について一般性のある要因は存
在するのであろうか，さらに，それら「培養できない微
生物」を劇的に培養可能にする方法論はあり得るのであ
ろうか。本稿では培養できない微生物の本質について議
論しつつ，培養手法の革新の可能性について述べること
とする。

2.　培養できない微生物とは何か？

さて，培養条件の適合性以外に環境中の微生物の増殖
の可否に影響を与える何らかのファクターが存在するの
であろうか。Buerger らは環境中の微生物の多くが容易
に増殖しないという現象について新たな視点を提供する
興味深い実験結果を報告している 6)。彼らは 384ウエル
マイクロプレートの各ウエルに，環境微生物を計算上 1
細胞になるように限界希釈して非選択培地中に植菌し，
その後 1年半という長期間にわたって増殖を示したウエ
ルを記録し続けた。すると，1）1ヶ月以降も新たに増
殖を示すウエルは増え続け，その後 1年以上経過しても
なお新たに増殖を示すが確認され続けること，2）長期
間経って増殖が確認されたウエルから得られた菌株の新
規性が高いとは限らないこと（そして新しい培地に再植
菌すると一晩で培地が濁るほど増殖すること），3）短期
間（1ヶ月程度以内）で増殖が確認されたウエルと長期
間経ってから増殖が確認されたウエルから同一の種類が
検出されることなどを明らかにした。つまり，長期間増
殖が確認できない微生物は，増殖速度が著しく遅いこと
が原因ではなく，また「短期間では増殖しない」性質を
共通で保持している種類が存在するというわけではない
ことをこの実験は明らかにしている。通常は 1ヶ月以内
に増殖の可否を判別することがほとんどであるが，その
場合，各々の微生物種に対する培養条件の適合性だけで
はなく，「植菌された細胞が増殖を開始するか否か」が
最終的に培養の効率に重要な影響を与えること，そして
それは確率論的な事象であるという結論が導かれる。上
記の研究と関連させて Epstein は，「環境微生物のほと
んどは休眠状態を保っており，それらはランダムに覚醒
するが，仮に増殖できない条件下で覚醒しても死滅す
る。しかし，何らかの要因で環境が変化し，たまたま増

殖可能な条件で覚醒した細胞は増殖を開始する。そして
それらは他の休眠状態の細胞の目覚めを誘導する」とい
う仮説（Scout 仮説）を提唱している 15)。つまり，他の
微生物の目覚めを感知できない場合（各々の細胞が完全
に独立した状態），覚醒・増殖はランダムに起こるため，
上記のような現象が説明可能となる。しかし，難培養性
微生物の増殖が実際に上記の仮説に従ってコントロール
されていることや，その普遍性を証明するためには，
様々な角度からの直接的な実験的証拠が必要であり，そ
れは単純に得られるものでもない。

3.　分離培養手法の革新

3.1　 新規培養手法の必要性

培養を伴わない方法論（分子生態解析など）の近年の
著しい進展に比べると，培養に関する方法論は 150年前
から大幅に進展したとは言い難い。事実，今日に至るま
で平板培養法が主要な手法であり続けている。一方で，
既存の方法論を基盤にしつつ様々な有効な工夫がなされ
てきたのもまた事実である。培地・基質組成・ゲル化剤，
培養条件，シグナル物質の添加，培養時間などの工夫を
通じて，これまでに難培養性と認識されていた微生物の
分離培養に成功した例も数少なくない 4,5,11,12,14,18,19,29,30)。
しかし，工夫の域を超えた「新しいコンセプトに基づい
た分離培養手法」の登場はきわめて限定的であり，より
新しい培養手法の開発は現在の閉塞した状況を劇的に変
える可能性を秘めているとも言える。以下に 3つの新規
手法を解説する。

3.2　 in situ 培養手法

人工的な培養環境では増殖できない微生物も，環境中
ではいかなる難培養性微生物も増殖するはずである。し
たがって，実環境中，またはそれを模擬した状態を再現
することで通常の培養方法では培養できない難培養性微
生物を獲得できる可能性がある。このようなアイディア
に基づいて，実環境を模擬する培養手法（in situ 培養
法）が考案された。本手法では微生物は通過しない孔径
の膜を装着したデバイスを培養チャンバーとしてその内
部に培地を充填，環境中からサンプリングした微生物を
植菌し，再び元の環境中に設置して一定期間培養を行う
方法である（図 1）。複数のタイプのデバイスが提案さ
れており，平膜を用いて寒天培地とともに微生物細胞
を植菌するタイプ（Diffusion Chamber） 8,9,13,20)，Diffusion 
Chamber を発展させて多数の独立した小さなチャン
バーを用いるタイプ（i-Chip） 25,27)，中空糸膜を利用して
独立した多数のチャンバー内で液体培養を行うタイプ
（HFMC） 2)，平膜上にコロニーを形成させることを目的
にするタイプ 10)，カプセル化するタイプ 7) などが報告さ
れている。いずれの方法も，対象微生物が実際に増殖し
ている条件，つまり実環境中（複合系）で培養を行うこ
とで，微生物間相互作用や自身が産出する阻害因子を排
出しながらの培養が実現可能であることを特徴としてい
る。本培養手法では分離株を得るために通常以下の手順
で行う。①微生物細胞を植菌（適切な細胞密度になるよ
うに調整），②所定の環境に設置して in situ 培養を一定
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期間行う（通常 1日－1ヶ月程度），③ in situ 培養で増
殖したサンプルを従来法（平板培養または液体培養）な
どに再植菌し，二次培養を行う，④必要に応じて分離操
作を経て分離株を得る。上記手法の詳細な手順などは以
下の文献を参照されたい 3)。
これまでに報告されている in situ 培養の効果は以下

に挙げられる。1）高い培養効率（Culturability：植菌し
た全細胞数に対する増殖した細胞の割合）。例えば非選
択培地を用いた通常の平板培養法ではコロニー形成率は
おおむね 1％以下であることが一般的に知られているが，
in situ 培養ではその 10倍程度を示すこともある 2,20)。2）
全く同一のサンプルを用いても，新規性の高い微生物
（16S rRNA 遺伝子における既存株との相同性が低い）
が獲得される割合が従来法のそれに比べて高い 2,8)，3）
分離株の生理学的性質が従来法のそれと異なる 9,13)。
以上のように従来法と比較して優れた特徴を持つ in 

situ 培養であるが，環境中に設置するという性質上，培
養条件そのものがブラックボックスとなってしまってい
る。したがって，一体「何が」本質的に重要な因子とし
て働いた結果上記に挙げるような特徴的な分離性能を発
揮しているのか全く明らかになっていない。

3.3　 ターゲットを選択的に濃縮・分離する方法論

環境中には複数の微生物種が雑多に存在するため，分
離対象とする微生物の存在割合は著しく低いことが多い
（別途，集積培養などを行わない限り自然の状態で数
十％を占めることは稀である）。したがって，環境サン
プルからターゲットを選択的に分離または高度に濃縮す
ることができれば分離効率を格段に上げる可能性があ
る。しかし培養操作を伴わずに（つまり微生物の増殖に
依存しないで），特定の微生物を生きたまま，選択的に
分離・濃縮することは技術的に困難である。そこで筆者
らは，セルソーターを用いてターゲット微生物を形態学
的な特徴に基づいて，選択的・物理的に分離する新規手
法を確立し，そして本手法を用いることで分離株獲得の
成功例が極めて少ない亜硝酸酸化細菌 Nitrospiraの未培
養種の分離培養に成功した 16,32)。本手法では，2種類の
散乱光（前方散乱光および側方散乱光）のシグナル強度
比に基づいて細胞集団を分画し，粒子（細胞および細胞
の凝集塊）の構造（側方散乱光（SSC）の強度），大き
さ（前方散乱光（FSC）の強度）などの形態学的な特性

に基づいて目的の微生物だけが含まれている画分を探索
しそれを選択的に分離する。例えば，前述の Nitrospira
の場合，簡単には分散しない強固なマイクロコロニー
（数十細胞程度の Nitrispira だけで構成されている）を
形成する特徴がある。またサンプル中には，Nitrospira
のマイクロコロニー以外にも，1細胞ずつに分散された
微生物細胞，Nitrospira 以外の微生物を含む凝集塊が含
まれる。マイクロコロニーは，単体の細胞より大きく，
また構造は他の凝集塊より比較的単純（球形）であるこ
とから，前方散乱光のシグナル強度は比較的高く，側方
散乱光のシグナル強度は比較的低い画分に現れることが
判明した。その解析情報に基づいて 99％以上の精度で
Nitrospira だけを分取することを実証した。分離された
細胞は同時にマルチウエルプレートの各ウエルなどに任
意の細胞数ずつ植菌し，継体培養を繰り返すことで最終
的に純粋培養株を得られる（図 2）。一方で，上記
Nitrospira の実際の分離培養過程において，植菌された
各ウエル（Nitrospira のマイクロコロニーを一つずつ植
菌）の内，1次培養（約 1カ月の期間）で増殖が確認さ
れた割合はわずか数％であった。つまり植菌した
Nitrospira は何らかの理由によって増殖を開始していな
かったことが示唆される。また，植菌したサンプルは事
前に集積培養を行い Nitrospiraの占有率（全細胞数に対
する Nitrospira の細胞数の割合）は 50％以上に達した
サンプルを用いていた。しかし，Nitrospira は超音波な
どでも容易に分散しないマイクロコロニーを形成している
ため，増殖ユニットベース（分散状態の細胞は 1細胞を 1
ユニットとし，マイクロコロニーの場合，一つのマイク
ロコロニーを 1ユニットとして計算する）で計算すると
実際には細胞数ベースの占有率に比較して非常に低い占
有率（1％程度）になる。したがって，Nitrospira を選
択的に分離せずに従来の方法論（限界希釈液体培養法）
に基づいて分離培養株を得るためには，非現実的な数の
マイクロプレートと作業労力を費やす必要があることが
計算上推察された（低い培養効率と低い占有率が二重で
影響するため）。以上のことから，本手法を用いて対象
微生物を選択的に分離して植菌する本手法の有効性は極
めて高いと結論づけることができる。

3.4　 マイクロ・ナノ成型技術を利用した培養手法

一般的に特定の技術革新はその基となる周辺技術の進

図 1．In situ 培養（Diffusion Chamber）の模式図。
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展が引きがねになることが多い。そのような観点から，
微細加工技術（マイクロ・ナノ成型技術）は微生物の分
離培養手法の革新を誘導する可能性を有しており，すで
に複数の有効な培養手法の開発が報告されている。微細
加工技術によって成形したデバイスを用いることで高効
率かつ高感度なスクリーニングの実施が可能になる。ま
た増殖条件の探索や特定微生物の効率的な分離に効果を
発揮すると考えられる 17,22,23)。
一方で，分離培養のプロセスを単位ごとに分解する
と，①サンプリング，②分離，③植菌，④培養，⑤検
出，⑥回収の 6つのステップから成り立っていることが
わかる。実環境中に設置するだけで，その場で分離・培
養操作を行う培養デバイスがもし存在すれば，それは究
極的な分離培養手法と言える。すなわち上記①から④ま
でのステップを自動的に行うという全く新しいコンセプ
トである。また実環境中に設置して獲得するという意味
においては「微生物を捕まえる罠」と呼称することもで
きるであろう。筆者はまるで動物を捕まえる罠のよう
に，「えさ（培地）」をしかけ，それに誘われてゲージの
内部に対象生物（微生物細胞）が進入すると，入り口が
閉まるという仕組みにより分離株を自動的に獲得するデ
バイスが実現できないかと思案し，まず以下のような原
理が成り立つのではないかと仮説を立てた。1）培地が
充填されている比較的大きな容積のチャンバーと外部環
境とが一つの細い管でつながっている場合，2）その細
い管の断面積が微生物細胞と同じ程度の大きさである場
合，3）その管の入り口付近の外部環境に微生物細胞が
位置している場合，微生物細胞は拡散によって外部に漏
れ出した培地成分を利用して増殖を開始し，細い管の内
部を一列に分裂しながらチャンバー方向に進み，チャン
バー内でさらに増殖するのではないか，すなわち結果的
に純粋培養株が自動的に獲得されるはずである。一方

で，微生物は運動性を有することが知られており，分裂
ではなく運動性によって微生物細胞が管の内部を自由に
進むとすると，上記コンセプトが全く成り立たなくなっ
てしまう可能性がある。しかし，隙間の幅がある一定以
下であると運動性はキャンセルされ，微生物細胞が移動
する手段は分裂だけに限定されるという報告がなされて
いる 24)。またその報告では，微生物細胞は自身より小さ
い隙間にも侵入して分裂することが可能であり，その場
合自身の細胞を変形して適応するという。以上のことか
ら，管の大きさ（太さ）を正確に制御することで運動性
をキャンセルし分裂だけで微生物が移動する条件を整え
ることは可能であると判断した。
そこで筆者らはナノ・マイクロ成型技術（Electron 

Beam Lithographyと Photo lithography）を用い，上記の
コンセプトを実現する全く新しい分離培養デバイスを開
発した 31)。デバイスは，培地が充填されている培養チャ
ンバーとそこから外環境につながる細い管（ナノチャン
ネル：高さ 750–900 nm，幅 600–2000 nm）によって構
成されている。環境中の微生物はナノチャンネル内を 1
列に分裂を繰り返しながら進み，培養チャンバーに到達
し，そこで検出可能レベルまで増殖する。細胞が管内に
侵入して分裂するとナノチャンネルはその細胞によって
塞がり他の微生物は侵入できないため，純粋菌株が得ら
れるという原理を実現するための構造である（図 3）。
実際に同原理に基づいて混合培養系から単一の種類を分
離することは既に実証されており，現在，筆者らは環境
微生物の分離培養への適用性を調査している。
本手法はコンセプトレベルで新しい。なぜなら，現存
する全ての分離培養手法は，①限界希釈培養法または，
②平板培養法に立脚していると言っても過言ではないか
らである。すなわち従来の方法論では微生物細胞は人為
的に分離されて所定の培地に植菌される（平板培養の場

図 2．セルソーターを用いたマイクロコロニーの選択的な分取。
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合は植菌プロセスと分離プロセスを同時に行う）。とこ
ろが，本手法は「微生物細胞自身が能動的に分離して増
殖する」という観点で，従来の方法論とは全く異なる第
3の方法として定義することが可能であり，その特異性
や構造を生かして従来の分離培養法では想定することも
できなかったような，全く新しい使用方法や用途が期待
される。

4.　ま と め

この 20年余りで著しい発展を遂げた，培養を伴わな
い微生物解析手法すなわち分子生態解析技術やゲノム
ベースの解析技術の普及により，分離培養株を得ること
なく環境中の微生物についての理解が進んでいる。しか
し，依然として分離培養の必要性が色あせることはな
い。また，微生物の利用を中心とした産業的応用の観点
から，難培養性微生物を「培養」というキーワードで再
開拓することは実は大きな可能性を秘めているといえ
る。最近，原理的には耐性菌が出現しにくい，画期的な
抗生物質である Teixobactin が発見された 21)。それは前
述した新規分離培養手法（in situ 培養）を経て獲得され
た菌株から発見されたものである。Teixobactin を産生
する菌株 Eleftheria terrae が新規培養手法だからこそ獲
得できたのか否かについては定かではないが，本研究成
果は，1）未培養微生物には産業的に多くの有用な菌株
が未利用のまま眠っており，それを積極的に開拓するに
値するポテンシャルを有していること，そして 2）新規
分離培養手法の開発が新たな未利用資源の再開拓につな
がり，産業的に有用な基盤技術と成り得ることを示して
いるといえるのではないだろうか。
しかし，たとえ分離培養の必要性は認識されていたと
しても，成功する見込みの低さから培養そのものを回避
しようとする傾向すらあるのも事実である。一方で，分
離培養手法の革新はそういった閉塞的な状況を変えられ

る数少ない有効なアプローチと言える。また，「難培養
性」の本質的な要因の一端が少しずつ明らかになること
は，微生物学研究の進展に大きく寄与するはずである。
すなわち，分離培養技術の革新を試みる努力そのもの
が，「微生物はなぜ培養できないか」という問いの答え
を導く最短のプロセスでもあると言えるのではないだろ
うか。そしてそれこそが，未知なる環境微生物のポテン
シャルを明らかにし，そして最大限引き出す起爆剤の一
つになるのではないかと考えられる。
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