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研究成果の概要（和文）：マイクロ培養器とは、１個体の微生物を格納して培養することのできる非常に小さなガラス
製容器です。環境中に存在する様々な微生物をこのマイクロ培養器に入れて培養すると、一部の微生物は、水素やメタ
ンなど燃料となるガスを生産して容器を満たし、容器とともに浮上して分離されます。
この分離方法を研究することは、非常に効率よくガスを生産する微生物だけを容易にかつ効率的に選び出す方法を確立
することにつながり、未発見の新微生物が発見されて廃棄物等からエネルギーを生産する新しい発酵工学を生み出すき
っかけとなるものです。
本研究ではその具体的方法論を確立し、既に候補となる複数の新種微生物を単離することができました。

研究成果の概要（英文）：Microsphere incubator is a microscale carrier for incubation of a single cell of m
icroorganism.  One can isolate microorganisms one by one that can produce potential fuel gas, such as hydr
ogen, methane and so on, in significantly high efficiency from a huge variety of candidate microorganisms 
in natural environments, because the produced gas is accumulated inside the microsphere incubator which gi
ves them buoyancy for driving them up to the medium/air interface.  
Developing and improving this method leads us to establish a novel fermentation methodology to find out un
discovered microorganisms with highly potent activity to produce fuel gases from wastes or materials of lo
w utility.  
In this research, the authors succeeded to prepare specially designed microsphere incubators and to isolat
e several kinds of candidate microorganisms that produced biogas from natural environment including some o
f extreme volcanic environments in Kagoshima prefecture.
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１．研究開始当初の背景 
応募者はこれまで、既存の水素産生微生物を
ガラス製のマイクロ培養容器（大きさ 50μ
m）内に閉じ込めることにより、内部に蓄積
した高濃度水素を拡散させることなく、容器
の一端に開けた微細孔から電極表面と接触
させて利用する生物化学電池を形成する試
みを行ってきました。しかし、生成した高濃
度水素は容易に気泡を形成し、その浮力が原
因でマイクロ培養容器ごと電極アッセンブ
リから剥離することが問題でした。この現象
は水素産生能力が高いほど容易に発生する
ことから、逆にこの現象を能力の高い微生物
の分離に応用できるという発想を得ました。 
持続可能なエネルギー生産法の確立が急務
となっている今日、太陽光または鉱物資源の
酸化還元力を燃料合成に利用する微生物の
発見は、エネルギー開発の方向性に大きく影
響する可能性を秘めています。しかしながら、
既に知られている微生物資源は種類におい
て全体の数％未満と見積もられており、未知
の微生物資源の中には、燃料ガスの生産効率
の高いものが未発見のまま残されていると
考えられます。本単離法を確立することで、
新規なガス産生微生物の探索が飛躍的に進
み、エネルギー開発の分野で大きな波及効果
を生むと期待されます。 
 
２．研究の目的 
本研究は、水素ガスなどの有用燃料ガスを効
率よく産生する未発見の微生物資源を、簡便
かつ効果的に発見する、新規な微生物単離法
を確立することを目的とします。本研究が提
案する単離法は、ガス産生能力に基づいた自
らの浮力で微生物を単離するものであり、難
培養性の微生物にも適用できます。それが確
立すれば、今まで発見されていない国内の環
境からの新発見も期待できます。土壌や湖沼
などから、前処理なしに直接ガス産生能力の
ある微生物が単離されれば、その成果を燃料
ガスの生物生産などの分野に速やかに応用
できます。 
本法は、マイクロ培養容器に取り込んだ雑多
な微生物集団から、そのガス産生能力により
培養容器が浮上して単離されるという全く
新しい原理に基づいた微生物単離法です。既
存の微生物の単離法はほとんどが薬剤耐性
で生き残るかどうかを利用するものですが、
水素ガスを発生する能力がなければその微
生物が死滅するようなしくみの単離法は構
成が困難です。対して本研究では微生物自身
が産生するガスによりそれが自発的に選別
される方法であり、他に例の無い全く独創的
な微生物単離法であると言えます。また、微
生物の増殖を前提にしないため、未知微生物
の圧倒的多数を占めるとされる難培養性微
生物に対しても適用可能であり、今まで発見
されなかった新規微生物が発見されるチャ
ンスが飛躍的に増大し、新たなエネルギー源
の発見につながると期待されます。 

 
３．研究の方法 
既にマイクロ培養容器としての穴の開いた
中空体の製造法は確立しており、既知の複数
の異なる微生物をそれぞれその培養容器に
取り込んで培養すれば、そのガス産生能力の
大小により培養容器が浮上して、能力の高い
微生物を選択的に分離することができるこ
とを確認しました。しかしながら、環境試料
中には CO2 産生に基づき浮上するもの、光合
成による O2 産生により浮上するものが混在
しており、浮上したマイクロ培養器のそれぞ
れについて、その内部のガスを特定する課題
が残っています。そこで本研究では、産生さ
れた水素を検知する半導体ガスセンサを装
備した分離装置を試作し、次いで実際に鹿児
島県周辺の火山性土壌や温泉水などの極限
環境から組織的にガス産生微生物の単離を
試み、遺伝子解析による同定を行う計画です。 
 
(1)浮上したマイクロ培養器の外部に非特異
的に結合した微生物の除去 
浮力による微生物単離実験は、微生物をマイ
クロ培養器に取り込み、外部を洗浄して培養
を開始します。増殖が比較的速く、かつ浮遊
性の微生物は、培養中に培地内を浮遊して、
浮上したマイクロ培養器の外部に付いたま
ま回収される恐れがあります。当初、かなり
頻繁にこのようなコンタミネーションが発
生し、16S rRNA 遺伝子配列解析を行うと、複
数の微生物が検出されることがありました。
これを回避するため、マイクロ培養器外部へ
の Ni 無電解プレーティングを試行し、この
ような金属薄膜の形成と紫外線による外部
微生物の殺菌を試行しました。 
薄膜の厚さはマイクロ培養器のガラス厚で
ある約 100 nm に匹敵する厚さとなりました。
マイクロ培養器の回収後、紫外線を照射しな
がらのプレート培地上での培養試験により、
内部の微生物を生存させながら外部だけ殺
菌するために、60 min の紫外線照射(15 W)
が必要であることが分かりました(微生物と
して Enterobacter, 106 CFU/mL を使用)。こ
の試行実験では、金属薄膜によりマイクロ培
養器の見かけの比重が大きくなり、浮力によ
る浮上条件がより厳しくなったこと、また、
回収したマイクロ培養器を照射する手法で
は、マイクロ培養器の裏側が陰になり、効果
的に殺菌できずに、内部の微生物にも弱い散
乱光が長時間照射されてしまう問題があり
ます。 
そこで、マイクロ培養器が浮上するときに通
過する経路を、紫外線を透過する石英材料で
構成し、浮上実験を紫外線照射下で行うこと
で、浮上と同時に紫外線殺菌する装置を試作
します。試験管状の容器を傾け、中にマイク
ロ培養器を入れ、浮上が起こると管内壁に沿
って上昇し、その途中を紫外線ランプで照射
することで培養器外部全面の殺菌を実現し
ます。 



また、金属薄膜の厚さをより薄くすることで、
紫外線の遮蔽効果を維持したまま、マイクロ
培養器の見かけの比重を下げ、浮力による浮
上が起きるための最小気泡サイズの条件を
緩和する最適化を行います。無電解プレーテ
ィングの厚さは還元剤濃度と処理時間で制
御できます。 
 
(2) 浮上したマイクロ培養器からの水素の
検出 
培養器が浮上して到達する液面にパーティ
ションを設置し、微小に構成した C-Pt/電極
により、微生物の水素産生を個別に検出しま
す。 
液面パーティションは浮上したマイクロ培
養器を個別に捕獲するために設置します。素
材として、化学的に不活性な PDMS 材料によ
りマイクロモールド法により作成します。
100μｍ程度のパターンを形成するために必
要な機器は全て現有しており、またマイクロ
リアクタ開発の経験から必要な精度を持つ
液面パーティションを設計・製造する技術を
現有しています（地域新生コンソーシアム研
究開発事業（経済産業省）「バイオ集積化チ
ップの開発と農畜産物の安全性評価技術の
確立」平成１７～１８年度採択）。各パーテ
ィションには、酸化還元電位を決定するため
に用いられる標準水素電極と同じ原理の Pt
または Pd微粒子をコートした電極を採用し、
全てのコンパートメントの電位をモニタす
ることにより、水素産生を検知します。この
場合、小さな区画に捕獲することにより、少
量の水素産生でも高い濃度に至るため、高感
度の MOSFET 型センサなどを採用する必要は
ありません。この装置の試作により、浮上し
たガス産生微生物のうち、さらに水素産生に
より浮上した微生物のみを選択的に回収で
きます。 
 
(3) 一般環境試料からの水素産生微生物の
単離・同定 
鹿児島県周辺の火山性土壌、温泉水、貧栄養
土壌からの試料から水素産生微生物の単離
を試み、16S rRNA 遺伝子配列解析により同定
を試みます。 
燃料ガスを産生する微生物の多くが、火山性
土壌（高いイオウ化合物濃度）、温泉水（高
い硫化水素、二酸化イオウ濃度、高温、高 pH
または低 pH）、貧栄養土壌（泥炭地、深海底
など）などから発見されています。極端な極
限環境や低炭素源環境において発見され易
い傾向にあることは、これらの微生物が、増
殖力の強い一般的な微生物との競争がない
過酷な環境で、しかも特殊な代謝系を発達さ
せることにより初めて今日まで生存できた
ものと考えられます。研究代表者が所属する
鹿児島大学は、多くの火山と温泉環境を周辺
に有し、また九州最高峰の屋久島高山地帯な
ど、極限環境や貧栄養土壌が周辺から孤立し
ているような環境が多く、微生物サンプリン

グの対象が非常に多いという特徴がありま
す。 
既に鹿児島県十島村島嶼域の硫化水素泉や
火山灰堆積土壌、湖沼泥炭、高山表土などか
ら試料採取を試み、数百種のマイクロ培養器
の浮上を、またそのうち十数種のガス産生微
生物を単離し、遺伝子配列解析から新規微生
物であることを確認しました。これらが水素
産生していることは、強い酸化剤と接触させ
ることによりマイクロ培養器が気泡を失っ
て沈降することにより判別できましたが、微
生物も生き残れませんでした。新発見する可
能性が高い候補地の情報が既に得られてお
り、サンプリングした試料から水素産生微生
物を選択的に単離して、本法の汎用性を確立
し、またその新水素産生微生物を広く提供す
る計画です。 
 
４．研究成果 
Ni プレーティングによるマイクロ培養器の
被覆と紫外線照射による外部微生物のコン
タミの抑制に成功した。プレーティング膜の
厚さは無電解還元法による反応時間を制御
することで比較的容易に調整することがで
きた。紫外線による殺菌効果から内部を保護
するのに必要なプレーティングを施す条件
が確立し、これ以降の実験に置いて応用が可
能となった。 
浮上したマイクロ培
養器を単離する液面
パーティションが
PDMS 素材により作成
された。より有効に
浮上マイクロ培養器
を誘導できるように
図のようなデザイン
の形状を持った PDMS 素材の造形を作り、軸
周りに回転させた培養試験管の液面から挿
入して気液界面をこの素材とガラス面の間
の細い空間に制限することにより、その後の
分離と燃料ガス産生の確認に供することが
できた。 
しかしながら、Pt/C 電極による水素産生を検
出できる程度にまではガスが蓄積せず、PDMS
素材中へのガスの拡散も疑われたため、テフ
ロン等別の素材についても検討したが大き
な改善は見られなかった。嫌気条件で水素を
産生することが知られている Enterobacter
を用いた実験では、マイクロ培養器の浮上が
確認され、浮上した培養器の回収も技術的に
容易になったことはひとつの成果であった。
さらに、マイクロ培養器の浮上挙動に注目す
ることで、特異な現象を観測するに至った。 
ガス産生微生物が含まれるマイクロ培養器
の場合、その内容積がほぼ一定であるため、
浮上時間の長短が内包している微生物のガ
ス産生活性と関連すると考えられた。ガス産
生速度が一定だとした場合、内容積が浮上時
間とガス産生速度の積に対応するため、早い
浮上は高いガス産生活性に対応する。実際、



Enterobacterを用いた実験では、単離微生物
で試験しているにもかかわらず、浮上時間に
分布を生じ、その分布のパターンはマイクロ
スフィア内容積の分布からは説明できない
ものであった。さらに、短時間に浮上したも
のを単離して培養を経てから再び浮上時間
を測定すると、その分布は短時間側にシフト
しており、同一ゲノム集団から活性に差のあ
る複数のグループを分離することができた
ことになる。この結果はコロニー形成法によ
る単離法が実際に完全に同じゲノムの集団
を単離できているのかどうか、またそうだと
すれば同一ゲノムの微生物エコシステムの
中に活性の異なる複数のグループが発生し
て共存している事実があるのか、という重大
な問題を提起するものとなった。また、この
方法で確実にガス産生能力の高い微生物が
単離されていくことになると考えられるた
め、変異原との接触などの遺伝的摂動を与え
ることで、新たにマイクロ培養器を用いた微
生物育種が可能であることが判明した。 
極限環境からのガス産生微生物の単離の試
みとして、従来から試みてきた鹿児島県トカ
ラ列島火山性諸島での実験例に倣い、鹿児島
県霧島地域の八幡地獄および新湯地獄の火
山性土壌を採取し、その懸濁液中からのマイ
クロ培養器による浮上分離実験を行った。ど
の場合も、土壌のコンダクタンスが低いサン
プルからより多数のマイクロ培養器の浮上
が確認された。火山性土壌で呼吸作用を行う
硫酸還元菌の代謝経路では、不要性の硫酸塩
が還元されて硫化水素を生成しながら金属
カチオンを放出するため、土壌中の遊離金属
イオン濃度は高くなる。すなわちコンダクタ
ンスが高いほどその代謝は不利になるため、
適切な頻度で遊離カチオンが洗い流される
ような環境の土壌にそのような微生物が多
くみられ、その結果マイクロ培養器による浮
上（硫化水素産生による）が観測されやすか
ったのではないかと考えられる。この仮説は
依然として更なる証拠を必要とするが、この
マイクロ培養器の挙動を調べることで、環境
中の微生物分布の特徴を捉えることができ、
新規微生物を発見しやすい土壌を見積もる
ための基礎的な情報を蓄積するために利用
できることが判明した。 
温泉水サンプルの場合と異なり、このような
土壌から得られた浮上マイクロ培養器の中
の微生物の直接的な遺伝子配列解析は困難
であった。16S rRNA 解析のためには少なくと
もサンプル中のゲノムが1種類であるべきで
あるが、八幡地獄および新湯地獄のサンプル
の遺伝子配列解析ではほとんどの場合にヘ
テロな複数のゲノムが検出され、配列決定に
至った例はごく一部であった。このことから
マイクロ培養器の浮上をもたらすようなバ
イオガスの生産が現象として発生するため
には、複数の微生物の共存と代謝経路上の相
互依存があるのではないかと考えられた。こ
れはいわゆる代謝共生系が作られている場

合に相当し、多くの廃棄物由来メタン発酵系
などで通常みられる形態である。通性嫌気性
微生物と嫌気性微生物が共存しながら互い
の代謝生産物を利用して自己の代謝を行う
ことで複雑な物質変換系が形成されている
ことから、バイオガスの産生を指標とした本
マイクロ培養器による微生物の単離法は、単
一の微生物がガスを産生する場合にとどま
らず、代謝共生系のセットを偶然内包した場
合も浮上する効果があることが判明した。こ
のような代謝共生系は既知の微生物でも構
成することができ、E.coli と Enterobacter
をマイクロ培養器に内包してから好気培養
条件で共培養した後のマイクロ培養器を破
壊して内部を電子顕微鏡で観察したところ、
両方の微生物が共存するマイクロ培養器が
複数見つかり、その内包のための穴の近くに
通性嫌気性の E.coli が配置され、より奥の
酸 素 濃 度 が 低 く 保 た れ る 位 置 に
Enterobacter が配置される形をとることが
わかった。この結果は多様な微生物から単一
でガス産生微生物を分離することのみなら
ず、本方法は微生物の多様な組み合わせの中
でコンビナトリアルなアプローチによりう
まく機能する微生物代謝共生系を発見する
ことにも利用可能であることがわかった。 
以上の複数の結果は本研究を多方面に大き
く発展させる道筋を与えるものであり、本研
究がその重大な契機となったと結論できる。 
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