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本日の内容

③嫌気性菌の保存

⚫ 嫌気性菌の基礎知識と今すぐ使える取扱技術の紹介

①嫌気性菌の基礎知識

②嫌気性菌の培養

培養方法の検討、培地作製、培養

保存方法の検討、凍結標品の作製、凍結標品の復元



①嫌気性菌の基礎知識



地球上の微生物の総数
~1030個

海洋堆積物：5×1028

土壌：3×1029

海底下：4×1029

陸域地下：2-6×1029

Bar-On et al., 2018, PNAS; Magnabosco et al., 2018, Nat. Geosci.; Flemming and Wuertz, 2019, Nat. Rev. Microbiol.

地球は嫌気性菌に溢れている

海洋：1×1029

嫌気性菌はどこにでもいる

https://www.jaxa.jp/countdown/f18/live/missionphoto_j.html



Gut microbiome

1013-14 microbial cells

・ヒトが分解できない物質を分解
・免疫系のバランスを調節
・腸管バリア機能を高める
・ストレス対処能力向上
→ヒトの健康維持には非常に重要

ヒト腸内細菌、約100兆個、約1000種
ヒト細胞数
約37兆個

隠れた臓器

嫌気性菌は様々な分野で大活躍

医療・ヘルスケア分野

ヒトマイクロバイオーム
市場規模

2022年：5.7億ドル
2030年：27億ドル

メタジェンセラピューティクス株式会社プレスリリース, 2021

https://www.terumozaidan.or.jp/labo/technology/38/images/humanFloraMap.pdf
Kho and Lal, 2018, Front Microbiol

産総研マガジンマイクロバイオームとは？, 2023

https://www.terumozaidan.or.jp/labo/technology/38/images/humanFloraMap.pdf


NITEと大成建設は、微生物を用いた地下水浄化技術の開発で 令和3年度 土木学会環境賞を受賞 | バイオテクノロジー | 製品評価技術基盤機構

嫌気性菌は様々な分野で大活躍

環境保全分野

「デハロコッコイデス属細菌UCH007株を用いる塩素化エチレン類で
汚染された地下水の浄化技術の開発」

環境汚染物質を無害化する機能を有する

https://www.nite.go.jp/nbrc/information/release/doboku_gakkai_20220621.html


経済産業省 バイオものづくり革命の実現より抜粋, 2023 

嫌気性菌は様々な分野で大活躍

バイオものづくり分野

嫌気性菌によるバイオものづくりは
急速かつ長期的な発展が期待されている

CO2固定微生物を用いた事業に取り組んでいる
ベンチャー・スタートアップ企業（嫌気性菌を抜粋）

NITE バイオエコノミー社会実現に向けたCO2固定微生物についての活用調査報告書, 2023



微生物のエネルギー獲得様式

呼吸：e-の受け渡し先が酸素：好気呼吸

e-の受け渡し先が酸素以外：嫌気呼吸
フマル酸、硝酸、鉄、マンガン、硫酸、二酸化炭素

電子の受け渡しによりエネルギーを生成

発酵：e-（有機物）の受け渡し先が有機物：発酵

エサ（電子供与体）

受け皿（電子受容体）

酸素
酸素以外
自身の中間代謝産物（有機物）

e-
有機物
無機物



嫌気性菌のエネルギー獲得様式

呼吸：e-の受け渡し先が酸素：好気呼吸

e-の受け渡し先が酸素以外：嫌気呼吸

電子の受け渡しによりエネルギーを生成

発酵：

エサ（電子供与体）

受け皿（電子受容体）

酸素
酸素以外
自身の中間代謝産物（有機物）

e-
有機物
無機物

e-（有機物）の受け渡し先が有機物：発酵

フマル酸、硝酸、鉄、マンガン、硫酸、二酸化炭素



②嫌気性菌の培養



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

物品
ｰ ガスボンベ（Ar, N2, N2/CO2, H2/CO2等）
ｰ 密閉可能な培養容器

  バイアル瓶、アネロパック
ｰ ブチルゴム栓、アルミシール
ｰ クリッパー（バイアル瓶の蓋締め）
ｰ シリンジ（1, 2.5 ml）
ｰ ニードル（20-27 G）

設備
ｰ 局所排気装置
ｰ ガス噴射機

嫌気性菌の培養に必要な設備・物品

NBRCニュース 第２号 | バイオテクノロジー | 製品評価技術基盤機構

https://www.nite.go.jp/nbrc/cultures/others/nbrcnews/news_vol02.html


嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

嫌気グローブボックスは無くても大丈夫！

もちろん、あると良いですが
使用せずとも多くの嫌気性菌
を培養できます！



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

液体培養

ｰ 試験管
ｰ バイアル瓶

個体培養

ｰ 斜面培地 in バイアル瓶
ｰ プレート

目的や菌株の特性に合わせて選択

腸内細菌の多くはアネロパックで培養可能です



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

混ぜるだけで簡単

市販試薬の使用が楽です！



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

一つ一つ秤量して添加する
のは面倒

合成培地の場合



solution (13.6 g/L) → 10 ml

sol. (53.5 g/L) → 10 ml

sol. (20.3 g/L) → 10 ml

sol. (14.7 g/L) → 10 ml

sol. (20 g/L) → 10 ml

sol. (80 g/L) → 10 ml

solution (1 g/L) → 1 ml

嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

ストック溶液の作製をおすすめします！

大量に培地を作製する際は
分注器が便利

個々の試薬添加を高濃度
ストック溶液で行えば

培地作製が楽に



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

ガス噴射機
（ドラフト内で使用）

・N2ガス (G3グレード)
・Arガス (G3グレード)
・N2/CO2 混合ガス (80:20)
・H2/CO2 混合ガス (80:20)

ガスボンベ

バイアル瓶に無酸素ガスを封入、
連結する真空ポンプで吸引する

ことで酸素を除去する

任意で陽圧または陰圧に
することができる

ガス置換装置
（安全キャビネット内で使用）

培地中の酸素をできる限り取り除く操作

培地を培養容器に分注した後、
培地に無酸素ガスを通気する

ことで酸素を除去する

安価に作製可能

高価だが高機能



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

ガス噴射機
（ドラフト内で使用）

ガス置換装置
（安全キャビネット内で使用）

培地中の酸素をできる限り取り除く操作

培地を培養容器（バイアル瓶）
に分注

＜要注意＞
培地によっては吹きこぼれる

・消泡材の添加
・ニードルを立てる

培地に無酸素ガスを通気

ガスボンベ

ブチルゴム栓、アルミキャップ
で密栓してオートクレーブ

5-10 min

①曝気法

・N2ガス (G3グレード)
・Arガス (G3グレード)
・N2/CO2 混合ガス (80:20)
・H2/CO2 混合ガス (80:20)



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

ガス置換装置
（安全キャビネット内で使用）

滅菌済シリンジフィルター

シリンジ針

ボンベの圧力調整器の
２次圧（ゲージ圧）+大気圧が
内圧になる。

無酸素ガス

加圧

ボンベ

減圧

真空ポンプ

培地中の酸素をできる限り取り除く操作

②減圧加圧法

バイアル瓶に無酸素ガスを封入、
連結する真空ポンプで吸引する

ことで酸素を除去する

任意で陽圧または陰圧に
することができる



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

①後入れ試薬の添加

ｰ ビタミン溶液
ｰ 還元剤
ｰ 基質

②バイアル瓶ヘッドスペース（気相）の再置換
(オプション)

この部分



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

①後入れ試薬の添加（予めガス置換しておく）

ｰ ビタミン溶液（フィルターろ過）
ｰ 還元剤
ｰ 基質

（オートクレーブ or フィルターろ過）

シリンジ内のガス置換
 シリンジにニードルをセット
 無酸素ガスを吸引＆排出×２回

後入れ試薬の溶液を吸引
 シリンジを軽く弾いて気泡を除去

ニードルを外し、フィルターと新しいニードルをセット
溶液を少量排出

培地のブチルゴム栓に刺し入れ溶液を添加



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

①後入れ試薬の添加（予めガス置換しておく）

ｰ ビタミン溶液（フィルターろ過）
ｰ 還元剤
ｰ 基質

（オートクレーブ or フィルターろ過）

シリンジ内のガス置換
 シリンジにニードルをセット
 無酸素ガスを吸引＆排出×２回

後入れ試薬の溶液を吸引
 シリンジを軽く弾いて気泡を除去

ニードルを外し、フィルターと新しいニードルをセット
溶液を少量排出

培地のブチルゴム栓に刺し入れ溶液を添加

未使用培地の気相

NBRC HP: 注射器内を嫌気にする方法 (https://www.nite.go.jp/data/000154326.pdf)



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

バイアル瓶ヘッドスペース（気相）の再置換

後入れ試薬添加により、
微量の大気（酸素）が混入

ガス置換装置
（安全キャビネット内で使用）

培地中の酸素をできる限り取り除く操作（オプション）

＜要注意＞
圧を上げすぎない（破裂事故防止）

・ガス二次圧を低く設定
・ガスの出口が塞がっていないか確認



嫌気性菌の培養

2) 培地作製

3) 菌の接種

1) 培養方法検討

・ 試薬混合・分注
・ ガス置換
・ オートクレーブ後の調製

L-乾燥標品から

凍結標品から

【NBRC】L-乾燥標品（ガラスアンプル）の開封と復元方法

【NBRC】嫌気性菌の取扱い方法～凍結標品から培地への接種～

培養物から
シリンジ内のガス置換
 シリンジにニードルをセット
 無酸素ガスを吸引＆排出×２回

培養液を吸引
 シリンジを軽く弾いて気泡を除去

培地に接種

https://www.youtube.com/watch?v=YhNNdw8DUS4
https://www.youtube.com/watch?v=8F2G5qWT-pA


嫌気性菌の培養にあると良い設備・物品

分離プロセスの全てを嫌気条件で行うことが
可能となる

装置内での無菌操作は出来ないが、分離の
初期プロセスにおいては実用的

AnoxomatLAS system

Anoxomat
ジャーの内部を短時間で嫌気に
することができる

LAS system

（大量の平板培養が可能）

高ガスバリア性のバッグ内を
嫌気にできる

（ガスの変更が可能）
（個別の平板培養が可能）

嫌気グローブボックス



③嫌気性菌の保存



嫌気性菌の保存

適切な菌株保存のメリット

ｰ 菌株の喪失を防ぐ

ｰ 中長期的に菌株を利用可能

ｰ 継代培養の回数を揃えたロットで試験可能

嫌気性菌も比較的簡単に長期保存ができます！

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種



嫌気性菌の保存

短期保存

ｰ 冷蔵（中温菌）
ｰ 至適生育温度より低い温度（好熱菌）

長期保存

ｰ 凍結保存（適用可能な範囲が広い）
  -80℃ ディープフリーザー

  -170℃ 液体窒素タンク気相

ｰ 乾燥保存（適さない菌もいる）
  凍結乾燥
  L-乾燥

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種



嫌気性菌の保存

佐藤真則, バイオ基礎講座2023 技術編2. 微生物の長期保存法; 中川恭好, Bokin Bobai, 2006

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種



嫌気性菌の保存

増殖段階を考慮
ｰ 一般的には対数増殖期
ｰ 過培養に注意、自己溶菌する菌もいる
ｰ 菌株によっては胞子を形成させると良い

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種

培養物の準備

凍結保護剤の準備

ｰ グリセロール（終濃度10-15%）
ｰ DMSO（終濃度5-7%）← 嫌気性菌で成績が良い

ガス置換した高濃度のストック溶液を作製

80%グリセロール溶液
DMSO原液

をバイアル瓶に分注

N2ガス置換して密栓

保存容器の準備

2 ml バイアル瓶をN2ガス置換し密栓

オートクレーブオートクレーブ

ガス置換した保存容器を用意



嫌気性菌の保存

凍結保護剤の添加、分注

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種

液体培養

培養液に凍結保護剤を添加

上記をガス置換済バイアル瓶に分注

凍結保護剤をガス置換済バイアル瓶に分注

-80℃保存

培養液を上記バイアル瓶に分注

-80℃保存

固体培養

プレートから菌体を掻き取り、
凍結保護剤を添加した培地または緩衝液に懸濁

ガス置換済バイアル瓶に分注

-80℃保存

出来る限り素早く操作
or

嫌気チャンバー内で操作



嫌気性菌の保存

凍結保護剤
ｰ グリセロール（終濃度10-15%）
ｰ DMSO（終濃度5-7%）

凍結保護剤は菌の増殖を阻害することがある
特にDMSOは阻害的に働く場合が多い
そのため、接種前に取り除く必要がある

遠心分離により除去

凍結標品を速やかに融解

ガス置換処理したシリンジで菌液を吸引し
マイクロチューブに移す

遠心分離して集菌し、
シリンジでペレットを吸わないよう上清を除去

ガス置換処理したシリンジを用いて
0.2 ml程度の液体培地で懸濁し、
気泡を除去した後、培地に接種

出来る限り素早く操作
or

嫌気チャンバー内で操作

2) 凍結標品作製

3) 凍結標品の復元

1) 保存方法検討

・ 培養物・凍結保護剤・保存容器
の準備

・ 凍結保護剤の添加、分注

・ 凍結保護剤の除去、接種



本日の内容

③嫌気性菌の保存

⚫ 嫌気性菌の基礎知識と今すぐ使える取扱技術の紹介

①嫌気性菌の基礎知識

②嫌気性菌の培養

培養方法の検討、培地作製、培養

保存方法の検討、凍結標品の作製、凍結標品の復元



最後に

嫌気性菌の培養・利用について少しでもハードルが下がった

と感じていただけたら幸いです

下記もご参照ください

【NBRC】L-乾燥標品（ガラスアンプル）の開封と復元方法 YouTube

【NBRC】嫌気性菌の取扱い方法～凍結標品から培地への接種～ YouTube

NITE バイオ基礎講座2023 技術編2. 微生物の長期保存法

NITE バイオ基礎講座2023 技術編1. 様々な微生物の培養方法

微生物株の培養と保存 | バイオテクノロジー | 製品評価技術基盤機構

https://www.youtube.com/watch?v=YhNNdw8DUS4
https://www.youtube.com/watch?v=8F2G5qWT-pA
https://www.nite.go.jp/data/000152360.pdf
https://www.nite.go.jp/data/000152359.pdf
https://www.nite.go.jp/nbrc/cultures/support/teq.html


ご清聴ありがとうございました

ご不明な点がありましたらお気軽にご連絡ください。

〒292-0818 千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8
独立行政法人製品評価技術基盤機構（NITE）
バイオテクノロジーセンター（NBRC）
生物資源利用促進課

(お問い合わせはこちら)
E-mail: nbrc@nite.go.jp
TEL: 0438-20-5763
URL:https://www.nite.go.jp/nbrc/cultures/index.html
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