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研究成果の概要（和文）：本研究は主に細菌を標的とし、難培養性微生物の培養化効率の向上に資する“培養の
コツ”を収集し、モデル圃場から約500株の新規細菌を分離した。この知見をもとに新たな培養条件を設計する
とともに、環境微生物探索に適用可能なマイクロ培養アレイデバイスの開発を達成し、ポストコッホ技術の一つ
を完成させるに至った（論文： Nakai et al. PLOS ONE, 2024 等）。この過程においてAcidobacteriota門や
Verrucomicrobiota門に属する稀少系統群の獲得にも至った。新規な分離菌株については新しいバイオリソース
として理研JCMに寄託し、今後の学術研究へ利用可能な状態にした。

研究成果の概要（英文）：The advent of high-throughput “omics” technology has substantially 
expanded our knowledge of microbial diversity. Despite advancements in sequencing technologies, most
 microorganisms remain unculturable in the laboratory. To explore such unseen microorganisms beyond 
their genes/genomes, we have developed novel cultivation strategies in the scientific project, “
Post-Koch Ecology.” Our group aimed to elucidate “cultivation tips” to improve the cultivation 
efficiency of these difficult-to-culture bacteria. We isolated approximately 500 phylogenetically 
novel bacterial strains from upland soils under various media conditions. Based on the efficacy of 
each tested culture medium, we designed new cultivation conditions and applied a gel-filled 
microwell array device as a novel cultivation technology for high-throughput mining of uncultured 
bacteria. The novel strains were deposited at the RIKEN BRC as bioresources and made available for 
future academic and industrial research.

研究分野：微生物生態学

キーワード： 微生物　細菌　分離培養　生物資源　系統分類　多様性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、コッホによる従来型の寒天平板培養の抜本的再考を通じて得た培養ノウハウをマイクロ培養アレイ
デバイス（ポストコッホ技術）の活用に活かし、ハイスループットランダム隔離培養法の基盤を確立した。今
後、本技術を用いてポストコッホ微生物を含む多様な細菌（メタ細菌）の機能を解析することで、ポストコッホ
機能生態学を介した生物学や生態学への学術的貢献だけでなく、健康・医療分野、環境分野および食料・農業分
野における諸課題の解決に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生物と環境の相互作用が織りなす「超地球生命体」システムを理解するためには、そこで量的
かつ質的に重要な役割を担う微生物の種と機能の多様性を明らかにする必要がある。しかし、21
世紀を迎えてなお、自然界に存在する微生物の圧倒的大多数が培養困難かつ機能未知である。本
領域で目指す微生物を基盤とした「ポストコッホ機能生態学」を創成するためには、ボトルネッ
クたるこれら難培養性微生物の機能解明が必要である。微生物はおよそ 1030 個のオーダーで存
在し、さまざまな環境においてその能力を発揮する。その影響力は、例えば植物-微生物間相互
作用の数 mm 以内のスケールから、地球環境変動ガスの放出の全球スケールまで幅広い
（Falkowski et al., Science, 2008）。DNA解析技術の発展が環境微生物の“超”多様性を導く一方で、
その 99%以上が培養されていない。この背景には、微生物の培養技術についてはコッホの培養
法、すなわち、微生物を寒天平板培地上で単独培養する方法が 100年以上利用され続けているこ
とがある。事実として、従来の培地支持体などの再考は、新規微生物の可培養化率を向上させて
いる（Tamaki et al., Environ. Microbiol., 2009; Nakai et al., IJSEM, 2014; 研究代表者及び分担者らの
成果）。そこで、古典的培養法の改良を通じて得てきた微生物探索技術、またこれから得る培養
ノウハウをポストコッホ技術に活かして、微生物培養法を革新する本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
本計画班（A01-4班）は難培養性の細菌の獲得を目的として、従来のコッホの寒天平板培養の
抜本的再考を通じて得た培養ノウハウをマイクロ培養アレイデバイス（ポストコッホ技術）の開
発・評価・改良に活かし、微生物の培養技術の革新を図った。ポストコッホ技術開発班との連携
により、マイクロ培養アレイを用いて環境微生物をハイスループットランダム隔離培養する手
法の確立を目指す。さらに本手法を用いて、本領域が定めるモデル圃場と他の様々な環境から多
数の新規細菌を可培養化することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本計画班では主に 3 つの研究課題、具体的には項目 1「“培養のコツ”の収集・体系化とその
応用」、項目 2「フィールドオリエンテッドな情報に基づく培養条件の最適化」、および項目 3「ポ
ストコッホ技術との融合による培養の加速化」を領域内の有機的な連携によって推進した。 
 
（1）研究項目 1では、本領域で設定するモデル圃場や他環境由来の試料を用いて、難培養性微
生物（ポストコッホ微生物）の培養化効率に寄与する「培養のコツ」の解明に注力した。具体的
には微生物の生育を阻害する培地成分および培地調製法
を検討し、ポストコッホ微生物の獲得に有効な培養支持
体・培養液組成を設計した。また、A01-1/佐々班らとの領
域内連携により、ポストコッホ技術の一つで、大腸菌等
の高密度培養に成功しているマイクロ培養デバイス技術
を用いて、環境微生物を分離培養する手法を相互フィー
ドバックしながら試行錯誤した。 
 なお、本項目の遂行を通して、マイクロ培養デバイス
を用いて自然環境中の微生物を探索するうえでは、デバ
イス上に作製するマルチウェルの数、長期培養における
充填培地の安定性、また取得した分離菌株の保管や継代
方法の検討が重要であることが判明した。一例として、
右図は A01-1/佐々班との議論を基に新たに開発した異な
るウェル数の培養デバイスである（図 1: 196ウェルから
1600 ウェルまでの試作機）。この試作機をモデル圃場等
からの微生物分離培養に使用し、環境中の新規細菌をハ
イスループットにスクリーニングする上でより簡便かつ
有効なものを検討した。 
 
（2）項目 2では、実験室内と大きく異なる野外（フィールド）では様々な物理化学的・生物学
的な環境要因があることに着目した。環境要因は微生物の活性や培養化に影響を与えるため、そ
れらを考慮して培養条件を設定することが重要である。本項目ではモデル圃場を主に対象とし、
領域および A02-2/高谷班が揃える高次元の環境情報（環境コンテキスト）を参考に、項目 1で検
討するマイクロ培養デバイス上に調製する培地の組成や条件を設計した。 
 
（3）項目 3では、他の計画班による顕微分光（A01-2/重藤班と A01-3/野村班）や機能インフォ
マティクス（A02-3/松井班）から推定される標的微生物の代謝特性を参照した。同時に、分離菌
株やそのゲノム情報を他の計画班とデータ共有し、ポストコッホ機能生態系の構築に必要な機
能的特徴付けを試みた。 

図 1. マイクロ培養デバイスの試作 



 
４．研究成果 
 研究項目 1では、新規細菌の培養化効率の改善に寄与する“培養のコツ”（微生物の生育を促進
する培地成分や微生物間相互作用の利用等）の検討と検証を進めた（図 2）。各種条件で環境試
料を処理した後で、環境細菌を分離培養し、未処理区で分離した細菌株と比較することで、系統
学的多様性ならびに新規性の観点からより効果的な培地・培養条件を選定した。一連の検討から、
多様な環境サンプルから新規細菌を複数分離するとともに、培養頻度の少ない Planctomycetota
門や Verrucomicrobiota 門に属する細菌株を取得した（合計約 500 株）。これらの検討で得た知見
を反映させた新しい培地組成を設計し、マイクロ培養アレイ上に当該培地を充填して圃場微生
物探索に使用した。なお、この培地・培養条件の設計では、項目 2として A02-2/高谷班が揃える
高次元の環境情報（環境コンテキスト）を参考にするとともに、他の計画班による顕微鏡観察技
術（A01-3/野村班）、微生物相互作用関係（A02-1/野尻班）、機能インフォマティクス（A02-3/松
井班）の研究から推定されるポストコッホ微生物の代謝特性も参照した（図 2）。 
 
 さらに研究項目 3 では、ポストコッホ技術のマイクロ培養アレイの環境微生物探索への応用
に向けて、領域内連携によって、マイクロ培養アレイ試作機を用いた微生物培養技術の評価と改
良を重ねた（図 2）。その結果、大腸菌と圃場微生物を用いた試行錯誤により、培養アレイデバ
イスへの培地の充填法、長期間の培養における培地の安定性、ランダム隔離培養に適した微生物
の摂取量、そしてマイクロ剣山による微生物の継代等についてそれぞれ好適な条件を見出して
プロトコールを確立した。また、当該プロトコールを圃場微生物探索に応用し、約 120 株を分離
した。これら分離株は Actinomycetota 門、Bacillota 門、Bacteroidota 門および Pseudomonadota 門
に帰属し、比較実験（従来法のコッホの寒天プレート）から分離されたものと同じ属種が見出さ
れる一方で、マイクロ培養アレイからのみで分離できた新規細菌株も検出された（Nakai & 
Kusada et al. MRA, 2021; Nakai et al. PLOS ONE, 2024）。この中には Acidobacteriota 門や
Verrucomicrobiota 門の稀少系統群も含まれる。マイクロ培養アレイから分離した菌株の約 20%が
新種候補の細菌であり（16S rRNA 配列相同性が 98%以下の基準）、従来法による新種候補微生
物の獲得効率が“培養のコツ”を使用しても 10%程度であったことから、ポストコッホ技術によ
って難培養性微生物の培養化効率がさらに向上したことが認められた。新規な分離菌株につい
ては新しいバイオリソースとして理研 JCM（A02-4/大熊班）に寄託し、今後の学術研究へ利用可
能な状態にした。 
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図 2. 本研究における各研究項目の概要と成果 
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