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・目的
現在でも実験室環境で培養に成功している微⽣物は少なく，99％の微⽣物は未培養
であるとされている。培養化には単離プロセス，培養プロセスの両プロセスが重要
であるが，特に培養に関わる微⽣物の増殖に「表現型不均⼀性」が関与しているこ
とが多数報告されている。そこで本研究では，難培養性微⽣物である硝化菌に着⽬
し，その表現型不均⼀性と増殖ならびに実験室環境での培養性との関連性を調査す
ることを⽬指している。
・用途・実施内容
硝化菌を個体レベルで観察するためには，マイクロ流体デバイスを⽤いたシングル
セル観察が⽋かせない。そこでNTRCのリソグラフィー技術を⽤いて，カバーガラ
ス上に円形のチャンバー（直径65 μm，⾼さ0.7 μm - 0.9 μm）を構築し，硝化
菌のシン グルセル観察を実施した。

実験
Experimental

使⽤前にプラズマアッシャー（WS-006）を⽤いてカバーガラス上の不要な成分を
炭化除去した。次にカバーガラス上にSU-8 2000.5を 5 sec SLOPE→30 sec RPM
500 rpm→5 sec SLOPE→30 sec RPM 750 rpm→slope 5 sec→4000 rpm 1
sec→slope 15 sec→endの条件で塗布した。その後，UVマスクアライナ
（WS-014）を⽤いて105 mJ/cm2でパターンを転写した。最後にSU-8 developer
45 secを2 回，IPAを30 secと1 minで，現像を実施した。カバーガラスの膜厚は，
テンコール（WS-021）を⽤いて測定した。

結果と考察
Results and Discussion

⾼さ0.7 μm - 1.0 μmの膜厚を形成することに成功した。⼀部では，膜厚が0.5
μmや1.2 μmとなる場合があった。作成したカバーガラスと，別途⽤意したプラ
スチック製の端材を組み合わせ，連続的に培地を流し込む系（マイクロ流体デバイ
ス）を構築することで，シングルセルタイムラプス観察を実現した。
数⽇間にわたって，硝化菌Nitrosomonasを個体レベルで観察することに成功して
いる。
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