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研究成果の概要（和文）：代表的な従来の微生物培養法として、振盪フラスコ培養法と寒天平板培養法のそれぞ
れの諸特性解析を試みた。独自の解析システムを構築し、微生物フラスコ振盪培養中の気相と液相の挙動を解析
した結果、サンプリング操作に付随する諸因子により、培養微生物が種々影響を受ける事が示された。寒天平板
培養法の特性を解析した結果、平板培地で生じる種々の因子の変化や諸特性を把握する事ができ、従来法の問題
点の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The characteristics of representative culture methods for microbes (shake 
flask culture method and the agar plate culture method) were analyzed. The behavior of the gas and 
liquid phases during shake flask culture of microbes were analyzed by using originally constructed 
systems. The cultured microbes were affected by various factors associated with the sampling 
operation. The analysis of the agar plate culture method elucidated the changes in various factors 
and characteristics that occur in the plate culture medium, and the problems associated with the 
conventional method were clarified.

研究分野：生物化学工学、細胞機能開発工学、応用微生物学、細胞培養工学

キーワード： 微生物培養法　寒天平板培地　フラスコ振盪培養　ダークマター微生物　未培養微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然界に存在する微生物の1%程度しか培養できない”という課題は、様々な微生物関連分野で共通の問題であ
る。本研究で得られた成果は、従来の微生物培養法の特性を解析、把握することで得られる新たな知見をベース
に、多様な未培養微生物の培養化に貢献できる方法論を提案しており国内外の大学、研究機関や微生物関連産業
で広く使用でき、学術･産業面のイノベーション創出に貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

近年、従来の微生物培養法では、自然界に存在する全微生物の 1%程度しか培養できないこと

が明らかとなり、その限界が指摘されている。残された 99%の未培養微生物（Dark matter 微生

物）の開拓、利活用を目指し、網羅的な環境ゲノム解析が国内外で盛んに行われているが、塩基

配列だけでは分からない未知の微生物機能の解明や実用的な利用をおこなう場合、実際に未培

養微生物の培養化が非常に重要となる。そのため、従来の微生物培養法の問題点を排除した新た

な培養法の開発が求められていた（現在も依然として同じ状況である）。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、これまで未解明であった、従来の微生物培養法の諸特性を解析し、そこで、得ら

れるデーターや知見をベースに、多様な未培養微生物の培養化に有効な新たな培養法の開発と

利用を試みた。 

 

３．研究の方法 

 モデルとして植物、土壌、海水、淡水、シロアリなどの環境試料を実験に使用した。 

従来の微生物培養法として液体振盪培養と平板培養に着目し、検討をおこなった。従来の微生

物の液体振盪培養法として、主に三角フラスコなどを使用し、種々の微生物や環境試料の培養を

おこなった。 

従来の微生物の平板培養として、主に寒天平板培地を用いて種々の微生物や環境試料の培養

（あるいは単離培養）をおこなった。 

 

４．研究成果 

 

（１）微生物のフラスコ振盪培養中の気相と液相の挙動解析とその利用 

独自に開発・構築した微生物のフラスコ振盪培養中の気相や液相の挙動を解析できるシステ

ムを活用することで、種々の条件で間歇的な通気条件が集積される培養微生物群集に及ぼす影

響を解析した。 

種々検討した結果、間歇的通気により生じるフラスコ内の環境の変化が微生物に及ぼす影響

が培養化にも影響する場合があることが明らかとなった。開発した各種システムを用い、微生

物のフラスコ振盪培養中の気相と液相の挙動の詳細な解析をおこなった結果、間歇的通気条件

が集積される培養微生物群集に及ぼす機構の一部を明らかにすると共に、間歇的通気条件で生

じるフラスコ環境の変化と培養化する微生物種の関係が示唆された。 

種々の条件下で微生物のフラスコ振盪培養中の気相と液相の挙動解析を行った結果、サンプ

リング操作に付随して生じる諸因子により、集積される培養微生物群集が影響を受ける事も明

らかとなった。 

以上の得られた知見を基に新たなフラスコ培養システムを開発した。 

 



（２）寒天平板培養法の挙動解析とその利用（未培養微生物の単離培養） 

寒天平板培養法は約100年前に開発され、今日まで世界中で微生物の単離培養に用いられてき

たが、これまでに培養化された微生物は自然界に存在する全微生物の1％程度であり、方法論と

しての限界が指摘されている。しかしながら、微生物の培養に伴い寒天平板培地上で生じる各

種因子の挙動や諸特性については十分に把握されていなかった。 

そこで、環境試料を従来の寒天平板培養法で培養した際、寒天平板培地で生じる種々の因子

の変化や諸特性を定量的に把握する方法を独自に開発した。また、ダークマター微生物の培養
化を目指し増殖の速い微生物に着目し、種々検討をおこなった。寒天平板培地の栄養成分（グ

ルコース）の培養微生物による消費挙動を可視化できる方法を独自に開発し、その挙動を経時

的に把握した。その結果、増殖の速い微生物は、培養開始から数日で自身の形成したコロニー

周辺だけでなく、寒天培地上のグルコースを広範囲で枯渇させることが明らかとなった。さら

に、培養初期に優占化する微生物が他の微生物の生育を阻害していることが示唆された。この

問題点を解消するために、増殖の速い微生物を排除して培養をおこなう、種々の前処理法を考

案・開発した。種々、検討した結果、増殖の速い微生物を排除することは、未培養微生物の培
養化に有効であることが示された（寒天平板培地上で培養化する微生物の多様性も増加した）。 

また、寒天を使用することで生じる諸問題を解消できる新規培養基材を考案・開発した。

本培養基材を用いて種々検討した結果、複数の未培養微生物の単離培養に成功した。さらに、

種々の前処理法を開発し、上述の成果と適切に併用、活用する事で、多様な新規微生物の培養

化が可能になった。 

さらに、本法によりはじめて培養化、取得できた微生物を活用した、金属ナノ粒子生成法の

開発などの成果が得られた。 
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