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(57)【要約】
【課題】　より多くの種類の微生物細胞の単離培養を可
能にすること。
【解決手段】　本発明の微生物の単離培養方法では、微
生物細胞の通過を阻止する一方、種々の化学物質の通過
を許容する膜体により形成され、当該膜体の内側が微生
物細胞２３の培養空間となる培養膜２０が用いられる。
つまり、ゾル状態からゲル状態に転移可能な第１のゲル
化剤２１を用い、複数の微生物細胞２３が存在する微生
物懸濁液から、微生物細胞２３が１個包埋されたゲル粒
子２１を多数生成し、第１のゲル化剤２１と異なる条件
でゾル状態とゲル状態の間で可逆的に転移可能な第２の
ゲル化剤２２とゲル粒子２１とを培養膜２０の培養空間
に注入した後、第２のゲル化剤２２をゲル化させた上で
、培養膜２０を培養液Ｆ中に置き、ゲル粒子２１内の微
生物細胞２３を培養する。
【選択図】　　　　　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微生物細胞の通過を阻止する一方、種々の化学物質の通過を許容する膜体により形成さ
れ、当該膜体の内側が微生物細胞の培養空間となる培養膜を用いた微生物の単離培養方法
において、
　ゾル状態からゲル状態に転移可能な第１のゲル化剤を用い、複数の微生物細胞が存在す
る微生物懸濁液から、前記微生物細胞が１個包埋されたゲル粒子を多数生成し、
　前記第１のゲル化剤と異なる条件でゾル状態とゲル状態の間で可逆的に転移可能な第２
のゲル化剤と前記ゲル粒子とを前記培養膜の培養空間に注入した後、前記第２のゲル化剤
をゲル化させた上で、前記培養膜を所望の環境中に置き、前記ゲル粒子内の微生物細胞を
培養することを特徴とする微生物の単離培養方法。
【請求項２】
　請求項１記載の方法を行うための微生物の培養キットであって、
　前記第１のゲル化剤と、前記第２のゲル化剤と、前記培養膜とを含むことを特徴とする
微生物の培養キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微生物の単離培養方法及び培養キットに係り、更に詳しくは、より多くの種
類の微生物細胞を単離培養することのできる微生物の単離培養方法及び培養キットに関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　自然環境中には、多種多様な微生物（細菌、古細菌など）が存在しているが、９９％の
微生物は分離培養が困難であると言われている。これら微生物は、複合微生物系を形成し
ており、この複合微生物系からより多くの微生物を単離し、単離後の微生物細胞を培養す
ることで、有用な微生物の発掘や未利用遺伝子資源としての活用等が可能となる。
【０００３】
　ところで、微生物細胞を単離培養する方法としては、古くから知られた平板培養法を用
いた方法がある。この方法では、微生物細胞が含まれたサンプルを希釈し、当該微生物細
胞の所定単位当たりの細胞数を少なくした上で、当該希釈後のサンプルを容器内の寒天培
地に載せて微生物細胞を培養、増殖させる。
【０００４】
　その他の方法としては、ゲルマイクロドロップ法と称する手法を用いて微生物細胞の単
離培養を行う方法が提案されている（特許文献１参照）。ゲルマイクロドロップ法とは、
アガロースを用いて試料液中の微生物細胞をゲル粒子中に包括する手法であり、特許文献
１の単離培養方法では、１個のゲル粒子につき１個の微生物細胞が含まれるようにする。
そして、当該ゲル粒子が多数生成された後、各ゲル粒子に含まれる微生物細胞を通常の栄
養培地による液体培養法により各ゲル粒子内で培養し、当該培養で微生物細胞が増殖しな
かったゲル粒子を分別採取し、通常では微生物細胞が増殖しなかったゲル粒子を溶解して
、その中の微生物細胞を平板培養法で培養する。
【０００５】
　また、他の単離培養方法としては、特許文献２に開示されているように、微生物細胞を
通過させず水溶物のみを通過させる膜を有する密閉性容器を使った方法が知られている。
この方法では、分離対象となる微生物細胞を含む菌源を接種した寒天培地を前記密閉性容
器内に封入した上で、当該密閉性容器を菌源に応じた外部環境内に配置し、当該環境にさ
らしながら微生物細胞を培養する。この際、当該外部環境から低濃度の有機物が前記膜を
通して寒天培地に供給され、寒天培地中の各種微生物細胞を生育させて当該各種微生物細
胞のコロニーを形成する。そして、その中から、分離対象となる微生物細胞のコロニーが
抽出される。
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【特許文献１】特開２００７－１１１０２３号公報
【特許文献２】特開平１－２６５８８２号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、前述した従来の各培養方法では、単離培養可能となる有用微生物の種類
を増加させることができないという問題がある。
【０００７】
　すなわち、前記平板培養法では、基質の濃度や代謝産物の存在等に影響を受けない微生
物細胞を単離培養できるが、このような微生物は少ない。つまり、当該手法では、過剰に
なった基質や微生物の生成物質を排出できない閉鎖的な環境で培養が行われるため、基質
が経時的に高濃度になったり、培養対象の微生物が出す代謝産物やシグナル因子が蓄積し
た場合、それらにより阻害を受ける微生物は増殖できない。
【０００８】
　加えて、前記平板培養法では、実際の環境下と異なり、培養対象の微生物細胞を単独で
培養することになるため、周囲の共生微生物との相互作用を受けて増殖する微生物の培養
には不向きである。ここで、培養対象の微生物細胞に共生微生物を加えて培養することも
考えられるが、単離培養操作において、微生物の生理生態は未知のものが多く、また、共
生微生物の有無や種類も未知である以上、前記相互作用に適した共生微生物が偶然的に混
入する以外は培養不可能である。
【０００９】
　更に、前記平板培養法では、培養中に培養環境のｐＨや残存酸素濃度を調整することが
できず、これらｐＨや残存酸素濃度に敏感な微生物は増殖できない。
【００１０】
　特許文献１に開示された方法についても、最終的に単離された微生物細胞を平板培養法
にて培養するため前述と同様の問題がある。また、特許文献１の方法では、ゲル粒子を液
体培養法で培養する際に、各ゲル粒子中で増殖した微生物細胞がゲル粒子の外に飛び出す
場合があり、この場合、増殖した微生物細胞が液体培地を移動して他のゲル粒子内に入り
込んでしまう虞がある。従って、液体培地で増殖しなかった微生物細胞を含むゲル粒子が
あったとしても、増殖した他の微生物細胞が混ざってしまい、微生物細胞が１個のままの
ゲル粒子の採取効率が悪くなり、単離培養効率が低下するという不都合がある。また、液
体培養時に、重力によってゲル粒子が経時的に液体培地中に沈降して集積し、各ゲル粒子
が密着した状態になってしまうことから、増殖した微生物細胞が他のゲル粒子内に更に侵
入し易くなり、前記不都合が一層顕著となる。
【００１１】
　特許文献２に開示された方法にあっては、各微生物細胞が単離された上で培養される訳
でなく、寒天培地内に多種類の微生物細胞が同時に重畳して培養されることから、構成す
る微生物細胞の異なるコロニーが寒天培地内に複数種生成される。従って、このような寒
天培地中から単一のコロニーを獲得することは、操作上困難になる。すなわち、寒天培地
の内部のコロニーを目視確認するのは非常に難しいばかりか、複数種類の微生物細胞が存
在する寒天培地から、他の微生物細胞に混在しないように、単一のコロニーだけ分離して
獲得することが困難であり、その結果、多くの種類の微生物細胞を簡単に単離培養するこ
とができず、ハイスループットに微生物細胞を獲得できないという問題がある。
【００１２】
　本発明は、以上の課題に着目して案出されたものであり、その目的は、より多くの種類
の微生物細胞の単離培養を可能にする微生物の単離培養方法及び培養キットを提供するこ
とにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　（１）前記目的を達成するため、本発明は、微生物細胞の通過を阻止する一方、種々の
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化学物質の通過を許容する膜体により形成され、当該膜体の内側が微生物細胞の培養空間
となる培養膜を用いた微生物の単離培養方法において、
　ゾル状態からゲル状態に転移可能な第１のゲル化剤を用い、複数の微生物細胞が存在す
る微生物懸濁液から、前記微生物細胞が１個包埋されたゲル粒子を多数生成し、
　前記第１のゲル化剤と異なる条件でゾル状態とゲル状態の間で可逆的に転移可能な第２
のゲル化剤と前記ゲル粒子とを前記培養膜の培養空間に注入した後、前記第２のゲル化剤
をゲル化させた上で、前記培養膜を所望の環境中に置き、前記ゲル粒子内の微生物細胞を
培養する、という手法を採っている。
【００１４】
　（２）また、本発明に係る微生物の培養キットは、前記第１のゲル化剤と、前記第２の
ゲル化剤と、前記培養膜とを含む、という構成を採っている。
【発明の効果】
【００１５】
　後述する本発明者らの実証実験によれば、本発明の手法では、従来よりも多くの種類の
微生物細胞の単離培養が可能となった。これは、以下の理由によるものと考えられる。
【００１６】
　微生物懸濁液に多数含まれる微生物細胞を１個単位でゲル粒子に包埋した状態で、生じ
た多数のゲル粒子をまとめて培養膜の中に入れ、海水や廃水処理装置内の廃水等、実際の
生育環境に存在する微生物群が雑多に含まれた環境（培養液等）の中に、前記培養膜を置
くことができる。ここで、培養膜は微生物を通さずに化学物質を通す膜体で構成されてい
ることから、培養膜外の環境中に存在する他の微生物が、培養膜内に侵入することを阻止
でき、当該他の微生物が、培養膜内の各ゲル粒子中の単離微生物細胞に複合することを阻
止できる。その一方で、基質、代謝産物、シグナル因子等の化学物質は、培養膜の内外間
を自由に流通することができ、培養膜外の環境中から、培養膜内の各ゲル粒子内の微生物
細胞への栄養分やシグナル因子等の補給ができるとともに、培養膜内で過剰になった基質
や培養対象となる微生物が出す代謝産物等を培養膜外に排出可能になる。ここで、培養膜
内では、培養時に、各ゲル粒子が第２のゲル化剤のゲル化で相対移動不能に固定され、培
養膜内に取り込まれた基質やシグナル因子等の化学物質が、第２のゲル化剤によるゲル及
び第１のゲル化剤による各ゲル粒子に浸透しながら、当該ゲル粒子に包埋された微生物細
胞に供給される。一方、微生物細胞からの代謝産物等は、前記ゲル粒子及び第２のゲル化
剤によるゲルに浸透しながら培養膜の外側に排出される。ここで、培養時にゲル粒子内の
微生物細胞が増殖してゲル粒子の外側にはみ出たとしても、ゲル粒子の周囲がゲル化され
ているため、ゲル粒子の外側にはみ出た微生物細胞の移動が規制され、当該微生物細胞が
他のゲル粒子内に侵入するのを規制できる。また、各ゲル粒子は、第２のゲル化剤による
ゲルで周囲が固定された状態で培養されるため、当該各ゲル粒子が重力で培養膜の下方に
沈降して集積することがなく、微生物細胞の複合化を招来する各ゲル粒子の密着を阻止す
ることもできる。
【００１７】
　以上により、本発明では、微生物が生息する実環境に近い状態で、各ゲル粒子内で微生
物細胞の単離培養を行うことができ、より多くの種類の微生物の単離培養が可能となる。
しかも、種類の異なる微生物細胞を同一の培養膜内で同時に単離培養することができ、ハ
イスループット化が促進され、多数種の微生物細胞を効率的に単離培養可能になる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明に係る単離培養方法では、第１のゲル化剤を用い、複数の微生物細胞が存在する
微生物懸濁液から、１個につき前記微生物細胞が１個包埋されたゲル粒子を多数生成する
ゲル粒子生成工程と、この工程で生成された各ゲル粒子をゾル状態の第２のゲル化剤に混
合し、当該混合溶液を培養膜の培養空間に注入してから、第２のゲル化剤をゲル化させた
上で、培養膜を所望の環境中に置き、各ゲル粒子に包埋された微生物細胞を単離培養する
１次培養工程とが行われる。その後、本実施形態では、内部にコロニーの生じているゲル
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粒子のみを抽出し、当該ゲル粒子を更に培養する２次培養工程が行われる。
【００１９】
　前記第１のゲル化剤としては、微生物細胞を死滅させない条件でゾル状態からゲル状態
に転移可能なゲル化剤、例えば、７０℃以上の高温にせずに転移可能なものや、有機溶媒
や放射線等を使用せずに転移可能なもの等であれば何でも良く、以下のゲル化剤を例示で
きる。
　（１）４０℃付近でゾル状態にあり、当該温度からの低下によってゲル化するゲル化剤
。例えば、低融点アガロースゲルやゼラチン等が挙げられる。
　（２）所定の温度でゾル状態にあり、当該温度からの上昇によってゲル化する熱ゲル化
性を有するゲル化剤。例えば、メチルセルロースゲル、メビオールジェル（登録商標）等
が挙げられる。
　（３）金属イオン等の架橋剤を加えることでゲル化するゲル化剤。例えば、ポリビニル
アルコール（ＰＶＡ）、アルギン酸ゲル、ジェランガム等が挙げられる。
【００２０】
　前記第２のゲル化剤としては、前述のように微生物細胞を死滅させない条件で、第１の
ゲル化剤と異なる条件でゾル状態からゲル状態に転移させるゲル化剤で、且つ、ゲル状態
からゾル状態（分子破壊の溶液状態も含む）に可逆的に転移可能なゲル化剤であれば何で
も良く、以下のゲル化剤を例示できる。
　（１）４０℃付近でゾル状態にあり、当該温度からの低下によってゲル化するゲル化剤
。例えば、低融点アガロースゲルやゼラチン等が挙げられる、
　（２）所定の温度でゾル状態にあり、当該温度からの上昇によってゲル化する熱ゲル化
性を有するゲル化剤。例えば、メチルセルロースゲル、メビオールジェル（登録商標）等
が挙げられる。
　（３）金属イオン等の架橋剤を加えることでゲル化するゲル化剤。例えば、ポリビニル
アルコール（ＰＶＡ）、アルギン酸ゲル、ジェランガム等が挙げられる。
　（４）物理的刺激によりゾル化し、静置することでゲル化するチキソトロピー性を有す
るゲル化剤。例えば、メチルセルロースゲル等が挙げられる。
　（５）以上の何れかのゲル化剤と同一条件でゲル化し、微生物の活性に直接影響を与え
ない酵素によって特異的に分解するゲル化剤。例えば、アガロースゲル、コラーゲン等が
挙げられる。
【００２１】
　以上の第１及び第２のゲル化剤は、ゾル状態からゲル状態への転移条件が相互に重複し
ないように、各ゲル化剤の中から適宜選択される。
【００２２】
　また、これら第１及び第２のゲル化剤は、ゲル状になったときに、種々の基質、代謝産
物、イオン及びシグナル因子を含む化学物質がゲル内部を流通可能となる。
【００２３】
　前記培養膜は、延出方向両端側が開放するチューブ状をなす多孔性中空糸膜（膜体）に
より構成されている。後述するように、培養膜の内部空間が微生物細胞の培養空間となり
、当該培養空間には、培養対象となる微生物細胞が封入された前記第１のゲル化剤からな
るゲル粒子と第２のゲル化剤との混合ゲルが収容されるようになっている。
【００２４】
　当該培養膜は、特に限定されるものではないが、ポリスルフォン膜又はＰＶＤＦ（ポリ
フッ化ビニリデン）膜により形成され、内径０．７ｍｍ、長さ２０ｃｍ～３０ｃｍ、孔径
０．１μｍとなっている。なお、培養膜の内径としては、膜体の内外間の物質の拡散速度
を考慮すると、５ｍｍ以下が好ましく、更に好ましくは１ｍｍ以下が良い。
【００２５】
　なお、培養膜は、微生物細胞の通過を阻止する一方、種々の基質、代謝産物、イオン及
びシグナル因子を含む化学物質の通過を許容する孔が形成されたものである限り、種々の
ものを採用することができ、具体的に、その孔径としては、１μｍ以下が好ましく、更に
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好ましくは、０．１μｍ程度が良い。その他、前記培養膜の形状は、チューブ状に限らず
、ゲル粒子と第２のゲル化剤を膜外に流出させない限り、袋状等の種々の形状を採ること
ができる。
【００２６】
　また、本発明に係る培養キットは、前記第１のゲル化剤と、前記第２のゲル化剤と、前
記培養膜とを含んで構成されている。
【００２７】
　次に、本発明の単離培養の手順について詳細に説明する。
【００２８】
　先ず、前記ゲル粒子生成工程を以下のように行う。
【００２９】
　最初に、土壌、海水、湖沼等の自然環境中又は排水処理場の汚泥から、微生物細胞を採
取して純水や緩衝溶液に懸濁させ、微生物懸濁液を得る。そして、当該微生物懸濁液に、
ゾル状態の前記第１のゲル化剤を混ぜ、当該第１のゲル化剤を粒子状にゲル化させること
で、ゲル粒子を生成する。このゲル粒子の生成は、前述したゲルマイクロドロップ法で行
うことができるが、同等のゲル粒子が得られる限りにおいて、他の手法を採ることができ
る。本実施形態では、微生物懸濁液とゾル状態の第１のゲル化剤との混合液に、第１のゲ
ル化剤がゲル化しないように調整されたパラフィンオイル等の油分を混ぜた上で攪拌しな
がら、外部刺激を与えることにより第１のゲル化剤をゲル化させることで、油中に多数分
散したゲル粒子が生成される。この際、ゲル粒子は、油相に懸濁された乳化状態にあるた
め、純水を加えた上で遠心分離を行うことにより、ゲル粒子が下部の水相に移動し、上相
の油分を取り除くことで、多数のゲル粒子を含むゲル粒子含有液が得られる。以上におい
て、所望のゲル粒子を得るために、微生物懸濁液中の微生物濃度、微生物懸濁液、第１の
ゲル化剤及び油分の配合量、及び攪拌速度を調整する。ここでの所望のゲル粒子とは、１
個の粒子内に微生物細胞が１個若しくは０個包埋されたものであり、且つ、粒子径が１０
μｍ～１００μｍの範囲内となるものである。ゲル粒子の径が１０μｍ未満であると、後
述するゲル粒子内の細胞培養の空間として必ずしも十分でなく、１００μｍを超えると、
後述するセルソーターでの抽出が出来なくなる可能性があるためである。また、ゲル粒子
の内部に、当該粒子１個当たり微生物細胞を１個若しくは０個含ませるために、前述の手
法で形成されるゲル粒子の総数と微生物懸濁液中の微生物細胞の総数の比が、１０：１～
１：１の範囲内となるように、微生物懸濁液中の微生物濃度と、微生物懸濁液及び第１の
ゲル化剤の配合量とを適宜決定する。
【００３０】
　次いで、前記１次培養工程を以下のように行う。
【００３１】
　先ず、前記ゲル粒子含有液とゾル状態の前記第２のゲル化剤とを混ぜた上で、これらの
混合溶液を前記培養膜内に封入し、第２のゲル化剤の特性に応じた外部刺激を与えること
で、第２のゲル化剤をゲル化させる。このとき、図１に模式的に示されるように、培養膜
２０内に、第１のゲル化剤からなる多数のゲル粒子２１が第２のゲル化剤からなる第２の
ゲル２２の中に分散して移動不能に固定される。この状態では、前述したように、ゲル粒
子の２１中に、当該ゲル粒子１個当たり微生物細胞２３が１個若しくは０個包埋されてい
る。
【００３２】
　その後、図２に示されるように、微生物を採取した実環境若しくは当該実環境を模擬し
た環境（培養液Ｆ）中に培養膜２０を投入し、実環境に近い環境の下、ゲル粒子２１の内
部で微生物細胞２３を培養増殖させる。
【００３３】
　更に、前記２次培養工程を以下のように行う。
【００３４】
　１次培養を一定時間行った後、前記培養環境から培養膜２０を取り出し、第２のゲル化
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剤の特性に応じた外部刺激を与えて第２のゲルをゾル化し、ゲル粒子の固定状態を解除し
た上で各ゲル粒子を回収する。そして、セルソーターやマイクロピペットを用い、コロニ
ーが生じているゲル粒子のみを抽出し、微生物細胞が増殖したゲル粒子のみをマルチウエ
ルプレートに分注し、所望の培地を用いて２次培養を行う。
【００３５】
　以下、本発明の実施例を比較例とともに説明するが、本発明は以下の各実施例に限定さ
れるものではない。
【実施例１】
【００３６】
　下水処理場の汚泥を１ｍＬ採取し、純水５ｍＬに懸濁し、超音波により微生物細胞を分
散させた（３０秒間）。その後、純水で段階的に希釈し、微生物細胞の濃度を６．０×１
０７ｃｅｌｌ／ｍＬに調整した微生物懸濁液を得た。
【００３７】
　次に、パラフィンオイル（ｓｉｇｍａ社製　Ｍｉｎｅｒａｌ　Ｏｉｌ（ｈｅａｖｙ　ｗ
ｈｉｔｅ　ｏｉｌ））を直径２ｃｍ程度のビンに１５ｍＬ入れ、温度を４２℃一定にした
。これと前後して、ゲル化温度が８～１７℃（０．８％）となる第１のゲル化剤としての
低融点アガロースゲル（Ｃａｍｂｒｅｘ社製　ＳｅａＰｒｅｐ　Ａｇａｒｏｓｅ）３％溶
液を４００μＬ用意し、当該溶液を一度煮沸してゲル化部分を完全に溶解した後、温度を
４２℃で一定にした。その後、前記アガロースゲル溶液に、６．０×１０７ｃｅｌｌ／ｍ
Ｌに調整した前記微生物懸濁液を１００μＬ加えて攪拌し、アガロースゲルと微生物懸濁
液との混合液を前記パラフィンオイルに加え、軽く振って攪拌し、更に、当該液体を直径
１．５ｃｍ程度の攪拌翼を有する攪拌器で攪拌した。このとき、先ず、室温下で、攪拌翼
の回転数を２１００ｒｐｍとして１分間攪拌した後、氷上で、同回転数を２１００ｒｐｍ
として１分間攪拌し、最後に、氷上で、同回転数を１１００ｒｐｍとして８分間攪拌した
。すると、オイル中のアガロースゲルが粒子状にゲル化し、多数のゲル粒子が油相に懸濁
された乳化状態となった。そこで、当該乳化状態の液体に更に純水を加え、６００Ｇで５
分間の遠心分離を行った。このとき、ゲル粒子は、液体上部の油相から同下部の水相に移
動するため、上相のオイルを取り除き（洗浄し）、ゲル粒子含有液を得た。ここでは、当
該洗浄と５００Ｇで５分間の遠心分離とを交互に数回繰り返し行うことで、オイルをほぼ
含まないゲル粒子含有液が得られた。この液中には、３．０×１０７個のゲル粒子が含ま
れており、各ゲル粒子の内部には、ゲル粒子１個当たり、微生物細胞が１個若しくは０個
封入された状態となった。
【００３８】
　次に、第２のゲル化剤として、アルギン酸ナトリウム１％溶液を５００μＬ用意し、当
該溶液を一度煮沸してゲル化部分を完全に溶解し、室温程度まで冷却した後、５００μＬ
の前記ゲル粒子含有液と混合して合計１ｍＬの混合溶液を得た上で、これら混合溶液を図
２に示される培養器１０に注入した。
【００３９】
　この培養器１０は、板状のプレート１１と、当該プレート１１の下側に位置するととも
に、培養環境となる培養液Ｆに浸漬される前記培養膜２０と、プレート１１の上側に位置
する注入部３０とにより構成されている。
【００４０】
　前記注入部３０は、培養膜２０の一端側に繋がる図２中右側の注入容器３１と、培養膜
２０の他端側に繋がる同図中左側のシリンジ３２とにより構成されている。
【００４１】
　前記注入容器３１は、上下両端側が開放しており、上端側の開放部分は、ゲル粒子が含
まれる前記混合溶液の注入口３４となる一方、下端側の開放部分は、培養膜２０の一端側
が隙間無く連結される連結口３５となる。
【００４２】
　前記シリンジ３２は、筒状の本体３７と、この本体３７内を上下方向に摺動するピスト
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ン３８とを備えている。本体３７の下端側には、開口部３９が設けられ、この開口部３９
には、培養膜２０の他端側が隙間無く連結されている。このため、培養膜２０は、注入容
器３１の注入口３４を除いて閉塞された状態となっている。
【００４３】
　予め、培養膜２０の親水化処理を行った。つまり、培養膜２０をエタノールに３０分間
浸し、その後純水に３０分浸した。その後、培養膜２０内の純水を排出して培養膜２０内
に空気を充填するとともに、培養膜２０を湿った状態とした。その上で、アルギン酸ナト
リウム溶液とゲル粒子含有液との前記混合溶液を注入口３４に注入し、ピストン３８を引
きながら混合溶液を培養膜２０内に充填した後、０．５％塩化カルシウム水溶液中に培養
膜２０を浸漬した。すると、カルシウムイオンが培養膜２０内の混合溶液まで浸透し、ア
ルギン酸ナトリウム溶液がゲル化状態となった。その後、培養膜２０を塩化カルシウム水
溶液から取り出し、純水で培養膜２０の外側を洗浄した。
【００４４】
　次に、図３に示される液槽４０（有効容積８Ｌ）の内部に、培養対象となる微生物を採
取した下水処理場の活性汚泥が含まれる培養液Ｆと、所定のタイミングで空気等の気体を
供給可能とする気体供給装置４２とを入れた上で、培養液Ｆ中に培養膜２０を浸漬して、
注入部３０をカバー４４で覆い、以下のように、微生物の生息する実環境を模擬した液槽
４０内の環境で１～２週間の１次培養を行った。この１次培養は、室温（２３℃）下で行
い、基質として、下表の組成からなる人工下水（全有機物濃度２７０００ｍｇ－Ｃ／Ｌ）
を１日に１回４０ｍＬ添加し、液槽２０内の初期の有機物濃度を１３５ｍｇ－Ｃ／Ｌにし
た。また、基質を含まない水道水を１日当たり８Ｌの流量で連続的に液槽４０内に供給す
るとともに、気体供給装置４２によって、液槽４０内をエアレーションにより爆気して好
気的な条件で培養を行った。
【表１】

【００４５】
　前記１次培養が終了した後、培養器１０を液槽４０から取り出し、キレート剤であるエ
チレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）溶液（１０ｍＭ、ｐＨ８．０）中に、培養膜２０を３
０分間浸漬し、培養膜２０内のアルギン酸ナトリウムゲルを溶解した。その後、ゲル粒子
を含む培養膜２０内の溶液を回収し、当該ゲル粒子の外側に存在する微生物細胞の除去作
業を行った。具体的に、ここでは、回収した溶液１００μＬを純水１０mＬが含まれる図
示しない管体に静かに注ぎ、１０００Ｇで１０分間遠心分離を行うことで、上清を取り除
き、底に溜まったゲル粒子を回収した。
【００４６】
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　次に、セルソーター（ＦＡＣＳ）を用い、回収した各ゲル粒子それぞれについて、コロ
ニーがある程度生じていると判断したゲル粒子のみを１個ずつ９６穴マルチウエルプレー
トに分注した。ここで、コロニーがある程度生じているか否かの判断は、ゲル粒子の内部
の構造の複雑度合、すなわち、ゲル粒子の内部のコロニーの形成状態の指標となる側方散
乱光（ＳＳＣ）の値がある一定値以上のものを選択した。加えて、ゲル粒子の大きさの指
標となる前方散乱光（ＦＳＣ）の値がある一定値以上のものを選択した。更に、ＳＳＣ及
びＦＳＣの各値によって選択されたゲル粒子をマルチウエルプレートに分注した。
【００４７】
　その後、１次培養で用いた基質の組成（表１）の各濃度を１／２００に希釈して得られ
た培地を、前記マルチウエルプレートに２００μＬ加え、蓋を被せて５日間好気的に振と
う培養（２次培養）を行った。
【００４８】
　当該２次培養後、各ゲル粒子内のＤＮＡを抽出し、ＰＣＲにより遺伝子を増幅し、１６
ＳｒＲＮＡ遺伝子の配列を解析した。ここで、ＤＮＡの配列が９７％以上のもの同士を同
一種とし、また、データベース（ＤＮＡ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ　ｏｆ　Ｊａｐａｎ）に登
録されている近縁種との相同性検索を行った。
【００４９】
　その結果、実施例１の培養方法では、１２種類、合計３７株の微生物が得られ、種類／
株数＝３２％となり、１００株当たり３２種の微生物の取得割合となった。
【実施例２】
【００５０】
　本実施例２では、実施例１と同様の手順で１次培養後のゲル粒子を回収した後、セルソ
ーターの代わりに、微量マイクロピペットを使って、コロニーの生えているゲル粒子を抽
出し、実施例１と同様に２次培養した。つまり、実施例１と同様の手順で１次培養後に回
収した複数のゲル粒子について、１００倍～４００倍の倍率で観察可能な実体顕微鏡下で
コロニーが生じているゲル粒子を目視により探索し、微量マイクロピペットを使い、コロ
ニーが生じているゲル粒子を１個ずつ吸引し、実施例１と同様に、９６穴マルチウエルプ
レートに分注して２次培養を行った後、遺伝子解析を行った。
【００５１】
　その結果、実施例２の培養方法では、９種類、合計１９株の微生物が得られ、種類／株
数＝４７％となり、１００株当たり４７種の微生物の取得割合となった。
【比較例】
【００５２】
　本比較例では、各実施例と同一の下水処理場の活性汚泥から、当該活性汚泥中の微生物
を平板培養法で培養した。すなわち、実施例１で説明したのと同様の手順で下水処理場の
汚泥を採取して微生物細胞を分散し、純水で段階的に希釈することにより、微生物細胞数
が１０００個程度含まれる溶液（サンプル）２０μＬをそれぞれ複数枚の寒天培地（１％
アガロース）に塗布した。ここでの寒天培地は、表１の組成の濃度を１／２００に希釈し
た組成とした。そして、サンプルが塗布された寒天培地を温度２３℃で２週間培養した。
その後、生じたコロニーの先端を爪楊枝で刺し、当該爪楊枝を純水５０μＬに漬けて微生
物細胞を水に懸濁させることで、５０個程度のコロニーをランダムに抽出し、各コロニー
について、前記各実施例と同様に遺伝子解析を行った。
【００５３】
　その結果、比較例の培養方法では、９種類、合計４７株の微生物が得られ、種類／株数
＝１９％となり、１００株当たり１９種の微生物の取得割合となった。
【００５４】
　以上の結果、本発明に係る各実施例は、従来の手法による比較例に比べ、より多くの種
類の微生物を効率良く取得できることが実証された。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
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【図１】本発明の培養方法において、培養膜内に２種類のゲルを充填して培養するときの
培養膜内を模式的に示した断面図。
【図２】培養膜を含む培養器の概略正面図。
【図３】実施例における１次培養時の状態を模式的に示した断面図。
【符号の説明】
【００５６】
　１０　培養器
　２０　培養膜
　２１　ゲル粒子（第１のゲル）
　２２　第２のゲル
　２３　微生物細胞
　Ｆ　培養液

【図１】 【図２】
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