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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
１細胞分子診断システムの開発においては, 3D ホログラフィー顕微鏡を用いて非染色で細胞の構

造を可視化し, ガラスマイクロビーズをコントロールとして用いることで, 細胞吸引量を pL オーダ

ーで正確に定量することに成功した。続いて, 得られた一細胞質量分析データを主成分解析などの機

械学習によって解析するソフトウェアを開発し, 他チームにおける各種疾患状態の判別に提供した。 

ロボット開発においては, 1 細胞捕捉ロボットの先端にナノスプレーチップを自動装着後, 針先先

端を認識し顕微鏡視野の細胞へアプローチし, ターゲットの1細胞へ針先補正を掛け, 捕捉できる様

になった。 

小児がん診断への応用では神経芽腫と悪性リンパ腫、成人がでは膵がんを中心に、血中循環がん

細胞 (CTC) を捕捉して、１細胞創薬・分子診断ソフトウエアーに蓄積して行くと同時に、マーカー

探索を進めた。実際には、CTC を捕捉するために、細胞形態や非血液系マーカーによるソーティン

グと磁気ビーズにて濃縮し、CTC を採取して一細胞 MS 解析したところ、神経芽腫と悪性リンパ腫

では別のクラスターとして分別され、さらに CTC としての特異性も認められ、CTC の分別は可能と

なった。薬剤投与後の腫瘍細胞治療効果の予測へ応用することを目的に、薬剤投与による CTC の変

化について検討を追加した。 

母乳研究においては, 栄養乳幼児のアトピー性皮膚炎発症に関する母子コホート研究から、自然免

疫系に着目し、母乳中の原因物質・マーカー分子を同定した（数種類の飽和脂肪酸）。さらにその動

物モデルを確立し、予防法を見出した。さらに同様の手法を敗血症患者にも応用した。 

また CTC を効率的に分離する方法として抗体を用いない手法を開発した。マイクロニードルとマ

イクロマニピュレーター利用して 1 細胞 CTC から細胞抽出液を抽出する方法を確立した。質量分析

を用いて大腸がん、胃がんの 1 細胞 CTC からメタボローム解析を実施した。このデータ解析・診断

の過程で影響の大きかった代謝物・脂質分子など約 40 種をバイオマーカー候補としてリストアップ

することに成功した。 
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In the development of single cell diagnosis system, 3D-holography microscope was employed for 

non-staining visualization of cellular structure.  By using finely prepared glass microbeads, volume 

quantitation was calibrated and accurate volume-estimation of aspirated cellular contents was 

achieved in the order of pL.  We also developed a software for single cell diagnosis based on the 

machine learning technologies like principle component analysis, which was provided to other teams 

for clinical application.  

A robot system was also developed successfully.  In this system. firstly, a nano-spray tip was 

automatically inserted in the single-cell capture device.  The tip end then approach to a single cell 

observed by a microscope, where cellular content was aspirated.  

In the application to childhood cancer, circulating tumor cells (CTCs) from neuroblastoma and 

malignant lymphocyte patients were analyzed.  From adult patients, CTCs derived from pancreatic 

cancers were analyzed.  We improved the software of single-cell drug discovery and single-cell 

molecular diagnosis, where screening of biomarkers was also carried out.  The method for capturing 

CTCs was also optimized by using morphology-based cell sorting and enrichment via magnetic 

beads.  As a typical result of single cell diagnosis, neuroblastoma and malignant lymphocytes are 

classified into different clusters.  Separation of CTCs from other cells are also possible.  CTCs 

before and after drug administration was also analyzed and its efficacy was investigated. 

In the research of mother’s milk, we focused on innate immune system according to the cohort 

research on mother-child and their pathogenesis of atopic dermatitis.  Some of pathogen and 

biomarkers in mother’s milk were identified to be several species of saturated fatty acids.  Its animal 

model was established for prevention of pathogenesis, which was also applied to patients of sepsis. 

We also established a new isolation method of single CTCs by micro needles and micro 

manipulator after enrichment of CTCs from peripheral blood of the patients using microfluidic 

separation tool without antibody.  We analyzed the metabolomics profiles of single CTCs by the 

high-resolution mass spectrometry and about 40 biomarker candidates (metabolites and lipids) are 

found. 
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