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未知微生物をお手軽に分離培養するテクニック
Techniques for isolating yet-to-be cultured microbes without vigorous efforts

1 はじめに

　地球上にはどれくらいの種類の微生物（本稿では微生物
の中でも特に細菌に焦点をあてて話を進めることをあらか
じめご了承いただいきたい）が生息しているかご存じだろ
うか？その答えとして誰も正確な数字を挙げることはでき
ないだろう。しかし、現在の主流となっている小サブユニッ
トリボソームRNA遺伝子（16S rRNA遺伝子）に基づく分
子生物学的手法による解析では、土壌1gあたりに100万種
オーダーで存在するとの報告もあることから1）、地球全体だ
と少なく見積もっても1000万種はいるであろうと筆者ら
は考えている。では、我々人類はこれまでにどれくらいの種
類の微生物を培養できたのだろうか。

 　

　図1には1980年から2013年までの新種細菌の登録
数の変遷を示しているが、きれいな右肩上がりのチャート
で順調に増え続けており、2013年の段階では合計で約
10000種が正式に学名登録されている。仮に上記の“地球
上に生息する微生物が1000万種”を基準に考えるとわず
か0.1%程度にすぎないのである。これはすなわち、地球上
にはまだ数多くの未知微生物が分離培養されずにとり残さ
れていることを示している。

　このような未知微生物の中には有益な機能を有するも
のも多く含まれると推察されることから、“未開の生物資
源”として大いに期待されている。しかし、その多くは一般
的な方法では分離培養が困難な難培養性微生物であるこ
とが知られている2, 3）。そのため、これまでに数多くの研究
者がこの難培養性微生物を分離培養すべくさまざまな手
法の開発に挑んできた4–15）。本稿ではその中でも特殊な器
具や高価な機器を使わず、どこの研究室でもすぐに試すこ
とのできる“お手軽な手法”に絞って以下に紹介する。

2 古典的微生物培養法に
ちょっとした工夫を加える

　ここでいう古典的微生物培養法とは、平板培地に環境
試料（の希釈物）を接種し、これを適当な温度で培養する
方法のことを指すが、この方法にちょっとした工夫を加え
ることで、さまざまな未知微生物の分離培養が可能となっ
ている。

2.1 栄養濃度の薄い培地を用いる
　この方法は微生物の分離培養に用いる平板培地中の
有機物濃度を低く設定するというものである。教科書に
も載っている方法なので、あえてここで書く必要はない
かもしれないが、いまだに学会などで、環境試料からの
微生物分離培地としてLB培地や標準寒天培地を用いた
ケースが多く見られることから、意外とまだ知らない研究
者もいるかもしれないと思い紹介する次第である。この
ように書くとLB培地や標準寒天培地が微生物の培地と
してダメな印象を与えてしまうが、そうではない。これら
の培地は大腸菌やPseudomonas 属細菌といった一般
的によく知られた易培養性の従属栄養細菌の培養には
優れてはいるのだが、環境試料から未知の微生物を分離
する、という目的には適さないという意味である。その理
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図1.　新種細菌の登録数
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由の一つとしては、これらの培地には、自然環境中ではお
およそありえない高濃度の有機物が含まれているため、
多くの微生物が生育する上で強いストレスとなる（具体
的には高濃度の有機物代謝によって生成する活性酸素
による細胞損傷と考えられている）ことが挙げられる16）。 

　図2は筆者らが土壌中に生息する2種の微生物をター
ゲットとし、トリプチケースソイ（TS）培地とTS培地を100
倍希釈した培地（DTS培地）をベースとした寒天平板培地
によって培養した結果であるが、いずれの土壌においても
DTS培地の方でTS培地よりも高いCFU値が得られている
ことが分かる。このような事実をもとに、一般的によく用い
られる完全培地を希釈することで、系統的に新規な微生物

（未知微生物）の分離培養に成功した例がいくつか報告さ
れている。例えば、Janssenらは市販のNutrient Brothを
100倍希釈した培地を用いることで難培養性細菌群として
知られるVerrucomicrobia門、Acidobacteria門に属す
る新規微生物の分離培養に成功している5）。
　なお、薄い培地を用いた場合は濃い培地よりも全体的に
微生物のコロニー形成速度は遅めとなる。特に難培養性微
生物の多くは生育が遅いものがほとんどであることから培
養時間については長めに設定するのが望ましいことを付け
加えておく。ちなみに、筆者らの研究室では最低でも2〜4
週間の培養期間を設けるようにしている。

2.2 平板培地のゲル化剤を変える

　ロベルト・コッホ以来、微生物の分離培養には平板培地の
使用が不可欠となっているが、多くの微生物学者の頭の中

には「平板培地＝寒天平板培地」という関係が構築されてい
るといっても過言ではないと思う。しかし、ここ10年余で平
板培地の作製にあたってゲル化剤として寒天以外のもの
を使うことで、これまで難培養とされた未知微生物を取得
できる可能性を示す研究成果が得られている11, 12）。
　図3には、霞ヶ浦の底泥試料を分離源とし、ゲル化剤とし
て寒天とゲランガムを用いて作製した平板培地（DR2Aお
よびPE03という組成が異なる2種の培地12）を使用）を用
いて培養した時に得られたCFU値を示しているが、DR2A
培地、PE03培地のいずれにおいてもゲランガム平板培地
で寒天平板培地の約10倍の値が得られていることが分か
る。また、PE03培地をベースとした二つの平板培地におい
て出現したコロニーをランダムに30個選択し、16S rRNA
遺伝子に基づく系統解析に供したところ、寒天平板培地で
は系統的に新規な微生物が占める割合が30%であったの
に対し、ゲランガム平板培地ではその倍以上の63%を占め
るとの結果が得られた（図4）。

　さらに、その後の研究で別の底泥サンプルにおいても上
記と同様にゲランガム平板培地を用いることで、高頻度で
系統的に新規な微生物が取得できることが示されるととも
に（この場合は取得微生物の46%が系統的に新規であっ
た）、当該新規微生物の44%がゲランガム平板培地では生
育するものの、寒天平板培地では生育しない菌株であるこ
とが明らかとなった11）。すなわち、これらの結果から平板培
地のゲル化剤として寒天を用いることが難培養性微生物
の分離培養の妨げとなっていた可能性が示されたわけで
ある。
　では、なぜ、寒天を用いると本来は分離培養できるはず
の微生物を得ることができないのであろう？その答えとし
ては今のところ２つの理由が考えられている。１つめの理由
は寒天中に微生物のコロニー形成阻害物質（生育阻害物
質）が含まれていることである。これは原らによって明らか
にされたことであるが17）、寒天中にほんのわずかに含まれ
る5-ヒドロキシメチルフラン-2-カルボン酸とフラン-2-カ
ルボン酸が細菌のコロニー形成に関与するスウォーミング

（運動性）を阻害するとのことで、特に生育の遅い細菌に関

図2.　栄養濃度が異なる2種の平板培地における生菌数の比較

図3.　寒天およびゲランガム平板培地における生菌数の比較
（Tamaki et al., 2005を一部改変）

図4. 寒天およびゲランガム平板培地における新規微生物の取得率　
（Tamaki et al., 2005を一部改変）
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してはこの影響を大きく受け、肉眼で確認できるコロニー
形成に至らないケースがあるようである。未知微生物の多
くは生育が遅いと考えられることから、おそらくはこれらの
物質の影響を受けているのであろう。次に、２つめの理由で
あるが、寒天平板培地の調製方法に問題があるというもの
である。具体的には、通常、寒天平板培地を作製する時は液
体培地に寒天を加え、オートクレーブ滅菌にかけるが、実は
これが諸悪の根源となる場合があるのである。一般的に微
生物の分離培養に用いる多くの培地には緩衝能を持たせ
るためにリン酸塩を加えるが、このリン酸の存在下で寒天
をオートクレーブ処理すると培地中に過酸化水素が生成し

（10mMのリン酸添加で約15µMの過酸化水素が生成）、
これによって微生物の生育が阻害されるというわけである
13）。実際、リン酸塩と寒天を別々にオートクレーブして作製し
た平板培地を用いて土壌、底泥、河川水の３種の環境試料中
の微生物を培養すると、いずれの試料においても通常の方
法で作製した寒天平板培地よりも培養率が向上し、多くの新
規微生物が分離培養できたとの結果が得られている13）。

2.3 共生微生物のチカラを借りる
　環境中に分布する微生物の多くは他の生物と共生して
生活している。微生物が共生関係を持つ相手としては動
物、植物がすぐにイメージできるものの、微生物同士の間
にも成り立っていることは意外と思いつかないだろう。し
かし、ここ十数年間で微生物間の相互作用に関する研究が
盛んに行われ、彼らが自身あるいは多種の微生物と様々な
化学物質を介して情報のやりとりをしていることが明らか
となってきた。例えば、Vibrio fischeri（発光細菌）の発光
やPseudomonas aeruginosa（緑膿菌）のバイオフィル
ム形成に関わる遺伝子はシグナル物質であるN-アシル化
ホモセリンラクトン類（N-Acyl homoserine lactones; 
AHLs）によって18, 19）、またStreptococcus mutans

（ミュータンス菌）のバイオフィルム形成に関わる遺伝子
は特殊なオリゴペプチドによって制御される20）等である。こ
のようなシグナル物質の中には微生物の生育に関与する
ものも存在すると考えられており、これがすなわち微生物
同士の共生と言えるのである。このような背景から、微生
物分離用の平板培地に代表的なシグナル物質のAHLsを
添加することで、環境水からの微生物の培養率が向上した
ケース21）や難培養性細菌群の一つであるAcidobacteria
門細菌の取得率がアップする等の報告がなされている10）。
ただ、AHLsにしてもオリゴペプチドにしてもさまざまな種
類があり、個々の細菌種によって感知される物質が異なる
場合が多い。従って、特定のシグナル物質を培地に添加す
るだけでは取得される難培養性微生物の種類が限定され
る可能性がある。さらに、これらのシグナル物質の多くは市
販されていないことから、“ちょっと試してみよう”といった

感じで気軽に研究を始めることはできない（一部のAHLs
は市販されているが非常に高価である）。そこで、我々の研
究グループでは様々なシグナル物質を含むものとして、培
養可能な微生物の“培養スープ”を代替品として使ってい
る。“培養スープ”とは、具体的には土壌や環境水、活性汚
泥など、微生物分離源となる環境試料あるいはすでに培養
された微生物を液体培地に接種して培養後、遠心分離する
ことで得られる培養上清のことで、これを適当量添加した
培地（筆者らの研究室では10%に設定している）を微生物
分離用培地とするのである。この手法を用いることで我々
はこれまでに通常の平板培地では生育が極めて遅く、分離
培養が困難な新属新種細菌のAST4株（Catellibacterium 
nectariphilumとして新学名登録）の取得に成功している15）。

　図5にはこの細菌の分離源である活性汚泥を接種し培養
することで得られた“複合微生物”の培養液上清を添加し
た培地と、無添加の培地における当該菌株の生育を示して
いるが、上清の添加によってAST4株の生育が著しく促進
されていることがお分かりいただけるであろう。後に、この
AST4株の生育を促進する微生物の特定を行ったところ、
同じ分離源（活性汚泥）中に生息していたSphingomonas
属細菌（GF9株）であることが分かったのであるが22）、この
GF9株の培養上清を添加した培地を用いることで、さら
に別の活性汚泥サンプルからも新たな難培養性の細菌で
Leucobacter属の新種と考えられるASN212株の取得
に成功している23）。このように、“培養スープ”を用いる方法
はどの研究室でもすぐに試すことのできる方法であるが、
我々のように運良くGF9株と同様に難培養性細菌の生育
を促進する因子を生産する微生物を取得できたならば、こ
れを利用することにより、様々なサンプルをターゲットとし
て芋づる式に難培養性の未知微生物を取得できるかもし
れない。

3 微生物分離源として用いる
試料の選択

　未知微生物を取得する手段として、微生物の培養法を工
夫するだけではなく、微生物の分離源をうまく選択する方

図5.　複合微生物培養上清添加および無添加培地におけるAST4
株の生育
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法もある。具体例をいくつか挙げると、深海、地熱地帯、南
極といった普通ではない環境のサンプルをターゲットにす
るということである。なぜなら、このようなサンプルには特
殊な微生物が存在していると考えられるからである。また、
これらのサンプルは入手が容易ではないことから、研究材料

（微生物分離源）として使っている研究者が限られるため、
多くの新規微生物が手付かずで“未発掘”のまま残されて
いる可能性が高いともいえるだろう。しかし、本稿の主旨が

「どこの研究室でもすぐに試すことのできる方法を紹介す
る」であることを鑑みると、これらのサンプルを使えば良い
と紹介するのは少々ピントはずれとなってしまう。そこで、
筆者らが読者の皆さんにおすすめしたいのは、上記のよう
な特殊環境サンプルが新規微生物の分離に有効であると
考えられる２つめの理由、すなわち、「研究材料（微生物分離
源）として使っている研究者が限られる」に該当し、入手が
容易なサンプルを探すという戦略である。とはいえ、なかな
かそういったサンプルを見つけ出すのは難しいかもしれな
いが、サンプル選定のコツとして、一見、あまりにも平凡す
ぎて面白みがなく、誰も研究対象にしていないような環境
試料に目をつけると良いかもしれない。実際に、我々もこの
ような観点から、池や湖、河川などに生息している水生植物
に着目し、運良く（？）系統的に新規な微生物の取得に成功
している24, 25）。水生植物は古くから富栄養化した水環境の
浄化等に関する研究に用いられており26, 27）、最近では根圏
微生物との相互作用によって難分解性の有機化学物質を
分解する能力も有することが明らかとなってきている28, 29）。
従って、研究材料としてあまり使われておらず面白みがな
いというわけではなかったのだが、意外にも水生植物の根
や葉、茎にどのような微生物が生息しているかに関する知
見はほとんど無い状態であった。そこで、我々はまず水生
植物の根をターゲットとして、どのような微生物が分離され
るかについて検討した。対象とした水生植物サンプルは浮
遊性水生植物のウキクサ、抽水植物のヨシ、ミソハギであ
るが、以下にそれぞれの植物ごとにどのような新規微生物
が分離されたかについて述べることとする。

3-1. ウキクサからのVerrucomicrobia門細菌の分離24）

　ウキクサ（図6）は池、沼、湖、河川等に広く分布する浮

遊性の水生植物であるが、初夏から夏にかけて水田一
面に“緑の絨毯”のごとく繁茂している風景をご覧になっ
た方もおられるであろう。では、このウキクサの根から
はどのような微生物が分離されるのだろうか？DTS平板
培地を用いて分離した80株は16S rRNA遺伝子のパ
ターン解析（RFLP解析；Restriction Fragment Length 
Polymorphism解析）により20グループに分けられた。

　表1には各グループの既知菌種との16S rRNA遺伝子
の比較を示しているが、このうちの7グループ、すなわち分
離株全体の31%を占める25菌株が系統的に新規な微生
物であった（16S rRNA遺伝子の相同性が既知菌株由来の
ものと95%以下の菌株を新規微生物としている）。一方、
我々が他の研究で4種の畑土壌をターゲットとして同様に
微生物の分離を行ったケースでは、新規微生物の取得率が
0〜10%であったことを考慮すると、ウキクサ根からは非
常に高頻度で新規微生物を得ることができたといえるであ
ろう。さらに特筆すべきは、それらのうち4グループは難培
養性の細菌群の一つであるVerrucomicrobia門に属して
いたことである。本稿においてVerrucomicrobia門細菌
が難培養であることは何回か記述してきたが、その根拠の

図6.　浮遊性水生植物のウキクサ

表1. ウキクサ根由来微生物と既知菌種の16S rRNA遺伝子の比較
（Matsuzawa et al. 2010を改変）

RFLP
グループ

菌
株
数

既知菌種 相同性
（%）

分類群
（門または綱）*

1 11 Haloferula rosea 84 Verrucomicrobia

2 3 Sphingomonas wittichii 99 Alphaproteobacteria

3 20 Zoogloea oryzae 99 Betaproteobacteria

4 3 Zoogloea caeni 99 Betaproteobacteria

5 1 Methyloversatilis
universalis 99 Betaproteobacteria

6 1 Rhodoferax
ferrireducens 98 Betaproteobacteria

7 12 Methylibium aquaticum 97 Betaproteobacteria

8 5 Methylibium aquaticum 97 Betaproteobacteria

9 1 Verrucomicrobium
spinosum 87 Verrucomicrobia

10 1 Devosia insulae 97 Alphaproteobacteria

11 1 Algoriphagus
mannitolivorans 86 Bacteroidetes

12 1 Runella zeae 97 Bacteroidetes

13 3 Niastella koreensis 95 Bacteroidetes

14 1 Rhodoplanes elegans 88 Alphaproteobacteria

15 5 Mesorhizobium
chacoense 98 Alphaproteobacteria

16 5 Opitutus terrae 95 Verrucomicrobia

17 2 Opitutus terrae 93 Verrucomicrobia

18 2 Asticcacaulis
excentricus 99 Alphaproteobacteria

19 1 Blastomonas
ursincola 100 Alphaproteobacteria

20 1 Lacibacter cauensis 99 Bacteroidetes

太字は既知菌種の16S rRNA遺伝子との相同性が95%以下のもの（新規微生物）
*Proteobacteria門は綱レベルで表記
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一つとして、この細菌群は土壌等の様々な環境中で比較的
高いポピュレーションで存在しているにもかかわらず、その
分離頻度は1%程度との報告もあり8）、極めて分離頻度が
低いことが挙げられる。ところが、上述のウキクサ根のケー
スにおいては、分離した80株のうちの実に24%（19株）が
Verrucomicrobia門に属していた。これは、一つの環境
試料からのVerrucomicrobia門細菌の取得率という点で
チャンピオンデータであることは言うまでもなく、新規微生
物分離源としてのウキクサ根のポテンシャルの高さを示す
ものであるといえよう。

3-2.　ミソハギ、ヨシからの新規微生物の分離25）

　上述のウキクサの結果を受けて、筆者たちは「水生植物
の根はひょっとしたら新規微生物の宝庫なのかもしれない」
と考え、今度は抽水性の水生植物で、川縁などの湿地を好
んで生息しているミソハギとヨシ（図7）の根をターゲットと
して微生物の分離を試みた。
　それぞれの植物根から40株ずつを分離し、それらの系統
解析を16S rRNA遺伝子の塩基配列に基づいて行ったと
ころ、ミソハギ由来の菌株の35%、ヨシ由来の菌株の28%
が系統的に新規な微生物であり、これらの水生植物の根 
からもウキクサ根と同様に高頻度で新規微生物を取得可
能であることが示された。また、さらに、ヨシ根から分離さ
れた菌株の中には極めて新規性の高い微生物が含まれて 
た。すなわち、それまでは遺伝子レベルでしか存在が明
らかにされていなかった細菌群の一つである門レベルの
未培養系統群Candidate division OP10に属する菌株

（YO-36株）が取得されるという驚くべき結果を得たので
ある（図8）。
　といっても、これがどれだけすごいことなのか、今一つ

“ピン”とこない方もおられるかと思うので少し説明する
と、生物の階層分類は上から「界」、「門」、「綱」、「目」、「科」、

「属」、「種」の順となる。細菌の場合は「界」が存在しない
ため「門」が最上位となるのだが、Candidate division 
OP10はまさしくその「門」の階層に該当する分類群なの
である。本稿の執筆段階で細菌には30門が存在するが、
これが意味するところは、150年近くの長い微生物分離に
関する研究の歴史の中で、門レベルで新しい細菌を分離
することに成功した例は全世界で30しかないということで
あり、新門細菌の分離に遭遇することはとても珍しく、また
非常にラッキーである、ということがお分かりいただける
だろうか。いずれにせよ、この新門細菌も含めてヨシ、ミソ
ハギからもウキクサと同様に高頻度で系統的に新規な微
生物が分離されたということは、水生植物が全般的に新規
微生物分離源として大いに期待できることを示すものであ

図8. 16S rRNA遺伝子に基づくYO-36株の分子進化系統樹
（Tamaki et al., 2011を一部改変）
●：Bootstrap値が90%以上，○：Bootstrap値が80%以上
各塩基配列のアクセッションナンバーは括弧内に記載

図7.　抽水植物のミソハギとヨシ
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THE CHEMICAL TIMES

り、今後さらに多くの水生植物をターゲットとして網羅的な
微生物分離を進めることで31番目、32番目といった次な
る新門細菌の分離につながるのではないかと筆者たちは
日々妄想しているところである（一生のうちに何度も新門
細菌の分離をしようというのは少々烏滸がましいか…）。な
お、我々が分離に成功したヨシ根由来の上記菌株は2011
年に28番目の新門細菌Armatimonadetes（ 属種名は
Armatimonas rosea）として国際委員会により正式に認
定されている30）。

4 おわりに

　以上、本稿では“どこの研究室でもすぐに試すことので
きる未知微生物の分離培養法”として微生物の分離培地と
分離源にそれぞれ一工夫加える方法を紹介してきた。もち
ろん、それぞれの方法を個別に用いるだけでもそれなりの
効果が期待できるが、できれば複数の方法を組合せて試し
ていただけると、より効率良く新規な微生物を取得できる
かもしれない。実際、すでにお気づきの読者もおられるか
と思うが、上述の水生植物からの微生物分離では当然のご
とく“薄い培地”を使用している。これは分離培地とサンプ
ルの選定の工夫の両方を組合せた結果であるが、例えば、

“濃い培地”を用いた場合にヨシの根から新門細菌が分離
できたか？と聞かれれば答えは“ノー”である。
　最後に、本稿で紹介した方法を使うかどうかは別として、
もし、何らかの研究の過程で新規微生物が取得されたなら
ば、一つだけお願いしたいことがある。それは、取得した微
生物の命名についてである。ごく稀にではあるが、いろい
ろと論文を見ていると、分離した微生物に勝手に属種名を
付けて論文中に記載し、かつその名前で16S rRNA遺伝子
などの遺伝子情報をDDBJやEMBLといったデータベース
に登録していることがある（場合によっては遺伝子情報だ
けのときもあるが）。もちろん、微生物の命名権は分離した
研究者が持つものなので、名前をつけるのは構わない。し
かし、その名前を正式名称として論文やデータベースに記
載するには、必ず国際原核生物分類命名委員会による国
際細菌命名規約に沿った上、International Journal of 
Evolutionary Microbiology誌等の学術誌にその細菌の
性状を記載して提案・受理された後でないとダメなのであ
る。これを守っていただかないと、正式な名前ではない、い
わゆる“芸名”みたいなものが本名として誤解され、他の論
文にも記載されるという過ちの連鎖が生じるかもしれない
のである。この点を念頭に置いて頂き、少し学名の記載や
使用方法にも配慮頂きながら、研究をお進めいただければ
幸いである。なお、細菌の命名方法については森らによる
分かりやすい総説があるので31）、こちらを参照されたい。
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