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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
測定対象となる被測定分子を含む試料を、加熱により溶解する熱可溶性ゲルの表面または
内部に担持させる担持工程と、
　前記試料を担持させた熱可溶性ゲルを、溶媒を満たしたキャピラリー中に導入する導入
工程と、
　前記キャピラリー中に挿入された熱可溶性ゲルを加熱により溶解させる溶解工程と、
　前記溶解工程の後、前記溶解した熱可溶性ゲル部分にパルスレーザーを照射して、レー
ザー誘起衝撃波を発生させる工程と、
　前記レーザー誘起衝撃波により発生させた衝撃波により前記溶媒中を移動した前記被測
定分子を観測する観測工程と、
　前記観測工程により観測した前記被測定分子の移動を基に分子を分析する分析工程とを
含む、レーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法。
【請求項２】
前記分析工程は、前記被測定分子の分子量分布または前記被測定分子の粒径分布を計測す
る工程を含む、請求項１に記載のレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法。
【請求項３】
前記加熱工程は、電熱線による加熱またはＣＷレーザーによる加熱を含む、請求項１また
は２に記載のレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法。
【請求項４】
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前記熱可溶性ゲルは、ゼラチン、寒天、アガロース、合成高分子、および低分子ゲルから
なる群のうちのいずれかである、請求項１～３のいずれかに記載のレーザー誘起衝撃波を
利用した分子の分析方法。
【請求項５】
前記観測工程は、前記被測定分子の光散乱、ラマン散乱、光吸収のいずれかを観測するこ
とにより行なう、請求項１～４のいずれかに記載のレーザー誘起衝撃波を利用した分子の
分析方法。
【請求項６】
前記導入工程の前に、前記被測定分子の蛍光ラベル化を行なう工程を含み、
　前記観測工程は、蛍光ラベル化された前記被測定分子の観測を行なう、請求項１～５の
いずれかに記載のレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、レーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法に関するものであり、特に
、マイクロメーターオーダー以下のサイズの分子に対してのレーザー誘起衝撃波を利用し
た分子の分析方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　微小物体の取り扱い操作、加工は、ナノテクノロジーやバイオテクノロジーに関連して
近年特に注目されている分野である。顕微鏡下においてマイクロメーターオーダーの物体
をレーザー光により操作することは、レーザーピンセットにより非接触で行うことができ
、また、加工については、レーザーアブレーションやレーザーによる重合反応により造形
を行うことができる。さらに、微小物体に対して他の物体を接合することや他の物質を注
入することは、これら技術の組み合わせのみでは不十分である。レーザー光を顕微鏡の対
物レンズにより液体中に集光して発生する衝撃波（レーザー誘起衝撃波）は、物体に強い
加速度を与えることができるため、大きな力を必要とする作業を行うための動力として有
効と考えられる。
【０００３】
　ここで、上記に関連した技術が、特開２００３－２１０１５９号公報（特許文献１）、
特開２００３－３４４２６０号公報（特許文献２）、特開２００５－１４４５３８号公報
（特許文献３）、特開２００５－３３５０２０号公報（特許文献４）、特開２００５－２
８７４１９号公報（特許文献５）、特開２００５－１６８４９５号公報（特許文献６）、
Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．，８４，２９４０（２００４）（非特許文献１）、Ａｐ
ｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ａ，７９，７９５（２００４）（非特許文献２）に開示されている。
【０００４】
　均一溶液中の分子を加速し、濃度差を与える方法として電気泳動法や誘電泳動法がある
が、電気泳動法では電荷をもつイオンのみしか移動させることができない。これらの泳動
法では、移動速度が小さいため、分析等の時間がかかる問題がある。また、吸着や浸透、
あるいは分配平衡を用いたクロマトグラフィーは、物質を移動させながら濃度差を与える
方法であり、混合物の分離・分析方法として広く用いられている。しかし、この場合には
、望ましくない吸着が充填剤の表面で起こるため、分解能を下げる原因となる。一方、超
遠心分離法は、高分子量の分子に対して適用され、分子量測定や分離に用いられている。
しかし、後者のいずれの方法も原理的に物質の拡散、移動を含むため、高い分離能と高速
化あるいは小型化を両立することは困難である。
【０００５】
　すなわち、従来における電気泳動法や誘電泳動法では、その対象が電荷を持つイオンに
限られ、移動速度が小さいことが問題である。また、従来におけるクロマトグラフィーや
超遠心分離法では、高い分離能と高速化あるいは小型化を両立することは困難である。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００３－２１０１５９号公報
【特許文献２】特開２００３－３４４２６０号公報
【特許文献３】特開２００５－１４４５３８号公報
【特許文献４】特開２００５－３３５０２０号公報
【特許文献５】特開２００５－２８７４１９号公報
【特許文献６】特開２００５－１６８４９５号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．，８４，２９４０（２００４）
【非特許文献２】Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ａ，７９，７９５（２００４）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ここで、特許文献６に示すように、レーザーによる誘起衝撃波を利用した粒子の検出を
行なう際の原理について、簡単に説明する。図２８および図２９は、この場合におけるレ
ーザー誘起衝撃波を利用した粒子の状態を示す図である。図２８は、レーザーによる誘起
衝撃波発生直後の状態を示し、図２９は、レーザーによる誘起衝撃波発生後所定の時間を
経過した状態を示す。ここで、所定の時間とは、数百ナノ秒レベル～数マイクロ秒レベル
であり、粒子の粒径については、数ｎｍレベルである。図２８を参照して、異なる粒径の
粒子１０２、１０３を含む溶媒１０１中の所定の位置１０４に集光するようにパルスレー
ザーを照射する。そうすると、パルスレーザーが集光する位置１０４を基点として衝撃波
１０５が発生する。この衝撃波１０５は、溶媒１０１中を図２８中の矢印で示す方向に伝
播する。ここで、溶媒１０１中の粒子１０２、１０３については、粒径に応じて溶媒１０
１中を移動する移動距離が異なるため、図２９に示すように、矢印で示す方向において溶
媒１０１中に粒子１０２、１０３の粒径に応じた分布が形成される。具体的には、粒径の
大きな粒子１０２が、粒径の小さな粒子１０３よりも集光位置１０４から遠い位置に移動
した分布が形成される。なお、この詳細な原理については、特許文献６に記載されている
。
【０００９】
　このような原理を用い、顕微鏡等を用いて液体内にパルスレーザーを集光して発生させ
た衝撃波により、粒子の加速、移動を行なうことを利用したクロマトグラフィーにおいて
は、マイクロメーターオーダーの流路、すなわち、粒子を移動させるための展開用流路へ
、異なる粒径を有する粒子を含む試料を導入し、衝撃波発生点より試料展開方向に微小ス
ポットを形成させる必要がある。
【００１０】
　しかし、流路を用いて液体媒体の流れにより試料を移動させると、その間における分子
、粒子の拡散や流れの乱れによりスポットの大きさは空間的に広がっていくことが予想さ
れる。そうすると、拡散によって、移動させたい方向やその逆の方向に分子が移動し、分
子を分離したい方向に分子が滲んでしまうことになり、クロマトグラムとしての分解能が
低下することとなる。流路中に分子を注入して衝撃波発生点まで流れで移動させる場合で
も拡散が起こるため、小さな体積中に分析した分子を注入しても、衝撃波発生点に至るま
でにその空間分布は広くなってしまう。
【００１１】
　この発明の目的は、容易に、かつ、適切に行なうことができるレーザー誘起衝撃波を利
用した分子の分析方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
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　本発明においてクロマトグラフィーにより分析される試料は、レーザー誘起衝撃波の発
生点付近に導入されなければならない。また、レーザー光は、展開用流路中で試料となる
分子より展開方向とは逆の位置に照射される。
【００１３】
　本発明では、まず、試料の前処理として加熱により溶解するゲル、すなわち、熱可溶性
ゲルの表面または内部に測定対象となる被測定分子を含む試料溶液あるいは分散液を滴下
等により導入し、溶媒のゲル中への浸透あるいは蒸発により試料をゲル表面近傍に担持、
固定する。そして、展開用流路として溶媒を満たしたキャピラリーに試料を担持させたゲ
ルを挿入することにより展開用流路への試料導入を行なうものである。そして、熱可溶性
ゲルに担持した試料をゲルと共に加熱することにより、試料を溶媒中に遊離させ、遊離さ
せた試料が拡散する前にレーザーを利用した衝撃波を発生させ、試料をキャピラリー中に
展開して、分析を行なうものである。
【００１４】
　すなわち、この発明に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法は、測定対象
となる被測定分子を含む試料を、加熱により溶解する熱可溶性ゲルの表面または内部に担
持させる担持工程と、試料を担持させた熱可溶性ゲルを、溶媒を満たしたキャピラリー中
に導入する導入工程と、キャピラリー中に挿入された熱可溶性ゲルを加熱により溶解させ
る溶解工程と、溶解工程の後、溶解した熱可溶性ゲル部分にパルスレーザーを照射して、
レーザー誘起衝撃波を発生させる工程と、レーザー誘起衝撃波により発生させた衝撃波に
より溶媒中を移動した被測定分子を観測する観測工程と、観測工程により観測した被測定
分子の移動を基に分子を分析する分析工程とを含む。
 
【００１５】
　このようなレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法によると、熱可溶性ゲルの表
面または内部に被測定分子を含む試料を担持させるため、溶媒内において、分子を拡散さ
せずに所定の位置に導入することができる。そして、レーザーによる誘起衝撃波を発生さ
せる直前に熱可溶性ゲルを溶解させて、レーザー誘起衝撃波による分子の移動を行なわせ
ることができる。そうすると、レーザー誘起衝撃波を発生させる前の分子の拡散等の影響
を受けずに、レーザー誘起衝撃波により分子を移動させて、分子の分析を行なうことがで
きる。この場合、上記した従来の吸着法において用いられる充填剤を用いないため、上記
したような望ましくない吸着、すなわち、充填剤の表面での吸着が起こり得ず、高い分解
能を達成することができる。したがって、容易に、かつ、適切に分子の分析を行うことが
できる。
【００１６】
　また、分析工程は、被測定分子の分子量分布または被測定分子の粒径分布を計測する工
程を含む。特に、上記した分子の分析方法によると、分子の分子量分布や粒径分布を適切
に計測することができる。
【００１７】
　さらに好ましくは、加熱工程は、電熱線による加熱またはＣＷ（Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
　Ｗａｖｅ）レーザーによる加熱を含む。このような加熱によると、試料を担持した熱可
溶性ゲルを効率的に加熱溶解させることができる。
【００１８】
　さらに好ましい一実施形態として、熱可溶性ゲルは、ゼラチン、寒天、アガロース、合
成高分子、および低分子ゲルからなる群のうちのいずれかである。このような熱可溶性ゲ
ルは、安価であり、かつ、取扱い性が良好である。
【００１９】
　さらに好ましくは、観測工程は、被測定分子の光散乱、ラマン散乱、光吸収のいずれか
を観測することにより行なう。このような観測により、より正確に分析を行なうことがで
きる。
【００２０】
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　また、導入工程の前に、被測定分子の蛍光ラベル化を行なう工程を含み、観測工程は、
蛍光ラベル化された被測定分子の観測を行なうようにしてもよい。
【発明の効果】
【００２１】
　このようなレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法によると、熱可溶性ゲルの表
面または内部に被測定分子を含む試料を担持させるため、溶媒内において、分子を拡散さ
せずに所定の位置に導入することができる。そして、レーザーによる誘起衝撃波を発生さ
せる直前に熱可溶性ゲルを溶解させて、レーザー誘起衝撃波による分子の移動を行なわせ
ることができる。そうすると、レーザー誘起衝撃波を発生させる前の分子の拡散等の影響
を受けずに、レーザー誘起衝撃波により分子を移動させて、分子の分析を行なうことがで
きる。この場合、上記した従来の吸着法において用いられる充填剤を用いないため、上記
したような望ましくない吸着、すなわち、充填剤の表面での吸着が起こり得ず、高い分解
能を達成することができる。したがって、容易に、かつ、適切に分子の分析を行うことが
できる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法で使
用する測定装置の一部を示す概略図である。
【図２】被測定分子を含む試料をキャピラリーに導入する場合における代表的な工程を示
すフローチャートである。
【図３】試料が担持された薄膜状のゲルを示す概略図である。
【図４】試料が担持されたゲル薄膜にキャピラリーを突き刺す前の状態を示す図である。
【図５】試料が担持されたゲル薄膜にキャピラリーを突き刺した後の状態を示す図である
。
【図６】溶媒を満たしたキャピラリーの内部に試料を担持したゲルを導入した状態を示す
図である。
【図７】その一部に電熱線を取り付けたキャピラリーを示す図である。
【図８】この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量を測定
する方法の代表的な工程を示すフローチャートである。
【図９】ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を
示す画像である。
【図１０】ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光像
を示す画像である。
【図１１】ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光
強度差を示す画像である。
【図１２】図１１に示す蛍光強度差の画像を積分して得られたクロマトグラムを示す図で
ある。
【図１３】ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光
像を示す画像である。
【図１４】ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光
像を示す画像である。
【図１５】ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍
光強度差を示す画像である。
【図１６】図１５に示す蛍光強度差の画像を積分して得られたクロマトグラムを示す図で
ある。
【図１７】魚ゼラチンおよび牛骨ゼラチンのＧＰＣチャートを示すグラフである。
【図１８】Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を示す画像である
。
【図１９】Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光像を示す画像である
。
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【図２０】Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像
である。
【図２１】Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を示す画像である
。
【図２２】Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光像を示す画像である
。
【図２３】Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像
である。
【図２４】Ｑｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合試料（１：５）のレーザー誘起衝
撃波による展開前の蛍光像を示す画像である。
【図２５】Ｑｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合試料（１：５）のレーザー誘起衝
撃波による展開後の蛍光像を示す画像である。
【図２６】Ｑｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合試料（１：５）のレーザー誘起衝
撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像である。
【図２７】図２６に示す蛍光強度差の画像を積分して得られたクロマトグラムを示す図で
ある。
【図２８】レーザーを利用した誘起衝撃波により粒子を移動させる前の状態を示す図であ
る。
【図２９】レーザーを利用した誘起衝撃波により粒子を移動させた後の状態を示す図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　以下、この発明の実施の形態を、図面を参照して説明する。図１は、この発明の一実施
形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法に用いられる測定装置の一部を
示す概略図である。図１を参照して、レーザー誘起衝撃波を利用した分子の分析方法に用
いられる測定装置の構成について、簡単に説明する。なお、ここでは、分子の分子量分布
を測定する場合について説明する。
【００２４】
　この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布を測定す
る方法に用いられる測定装置１１は、衝撃波発生用のＹＡＧ（Ｙｔｔｒｉｕｍ　Ａｌｕｍ
ｉｎｉｕｍ　Ｇａｒｎｅｔ）レーザー１２と、パルスを発生させるパルスジェネレータ１
３と、パルスジェネレータ１３を介してＹＡＧレーザー１２の動作を制御するコンピュー
タ１４ａと、後述する被測定分子を含む試料の取付けおよび観測を行なう顕微鏡１５と、
試料観測用のＣＣＤ（Ｃｈａｒｇｅ　Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｄｅｖｉｃｅ）カメラ１６と、Ｃ
ＣＤカメラ１６により撮影した画像のデータを取り込んで、取り込んだ画像データを基に
クロマトグラムを作成するコンピュータ１４ｂとを備える。ＹＡＧレーザー１２は、１０
６４ｎｍパルスレーザーである。ＹＡＧレーザー１２により発せられるレーザー光は、顕
微鏡１５に含まれる後述の対物レンズにより所定の位置に集光される。
【００２５】
　顕微鏡１５には、顕微鏡１５の外部に配置されたＬＥＤ（Ｌｉｇｈｔ　Ｅｍｉｔｔｉｎ
ｇ　Ｄｉｏｄｅ）１７からの光を顕微鏡１５内の所定の位置に導く光路１８が設けられて
いる。光路１８は、ミラーユニット１９によって、顕微鏡１５に含まれるステージ２１ま
での方向を制御される。また、光路１８内に導かれる光のうちの赤外領域の光を吸収する
赤外吸収フィルター２０も、光路１８内に設けられている。顕微鏡１５は、後述するキャ
ピラリーを取り付けたサンプル３１を固定するステージ２１を含む。顕微鏡１５には、ス
テージ２１の上部側と下部側に２つの対物レンズ２２ａ、２２ｂが設けられている。ステ
ージ２１の上部側に配置される第一の対物レンズ２２ａは、ＣＣＤカメラ１６による計測
用の対物レンズであり、被測定分子を含む試料を撮影するために用いられる。第一の対物
レンズ２２ａを介して、ＣＣＤカメラ１６により分子が観測され、ＣＣＤカメラ１６によ
り撮影された画像がコンピュータ１４ｂに取り込まれる。ステージ２１の下部側に配置さ
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れる第二の対物レンズ２２ｂは、ＹＡＧレーザー１２によるレーザー光を集光させるため
に用いられる。すなわち、キャピラリー内部の所定の集光位置を基点としたレーザーによ
る衝撃波を発生させるために用いられる。第二の対物レンズ２２ｂへのレーザー光の導入
は、ミラー２３およびスペシャルフィルター２４を介して行なわれる。
【００２６】
　次に、被測定分子を含む試料を顕微鏡１５に取り付ける場合について説明する。被測定
分子を含む試料は、キャピラリーの内部に導入された後に顕微鏡１５に設けられたステー
ジ２１に取り付けられる。図２は、被測定分子を含む試料をキャピラリーに導入する場合
における代表的な工程を示すフローチャートである。図３、図４、図５および図６は、こ
の場合における試料の導入工程の一部を示す概略図である。
【００２７】
　図２を参照して、まず、薄膜状とした熱可溶性ゲルを準備する（図２（Ａ））。この場
合の熱可溶性ゲルとして、ゼラチン、寒天、アガロース、合成高分子、および低分子ゲル
のうちのいずれかを用いる。ここで、測定対象の分子との相互作用を回避するためには、
低分子ゲルを用いることが好ましい。以下、熱可溶性ゲルを単にゲルという。
【００２８】
　次に、この薄膜状のゲルの表面に被測定分子を含む試料溶液を滴下等して配置させる（
図２（Ｂ））。その後、試料溶液の溶媒は、蒸発あるいはゲル中に浸透する。このように
して、ゲル表面層に被測定対象となる分子を含む試料が担持された薄膜状のゲルを作成す
る（図２（Ｃ））。この状態の概略図を図３に示す。図３を参照して、薄膜状のゲル３２
の上部側の表面に被測定分子を含む試料３３が担持されている。
【００２９】
　次に、図４を参照して、その内部に水などの溶媒３４を満たしたキャピラリー３５を準
備する。キャピラリー３５は、柱状であって、その内部に空洞を有する。すなわち、キャ
ピラリー３５は、筒状である。また、キャピラリー３５の少なくとも一方端部３６側は、
開口している。キャピラリー３５は、透明であって、キャピラリー３５を構成する壁部３
７を介して、その内部を外部側から視認することができる。すなわち、キャピラリー３５
の内部に充填された溶媒３４等を、その外部から壁部３７を介して見ることができる。キ
ャピラリー３５の材質は、ガラスや高分子樹脂材料が用いられる。キャピラリー３５の内
部には、測定する分子に応じた溶媒３４が充填されている。
【００３０】
　その後、溶媒３４を充填したキャピラリー３５の内部に、ゲル３２によって担持された
試料３３を導入する。具体的には、試料３３を担持させたゲル３２の上部側から、開口し
たキャピラリー３５の一方端部３６を突き刺す（図２（Ｄ）、図５）。このようにして、
キャピラリー３５の内部にゲル３２に担持された試料３３を導入する（図２（Ｅ）、図６
）。この場合、導入された試料３３は、キャピラリー３５の一方端部３６側の近傍に配置
されることになる。また、キャピラリー３５の他方端部（図示せず）からは余剰の溶媒３
４が排出される。
【００３１】
　このようにして、ゲル３２に担持された試料３３を導入したキャピラリー３５を準備す
る。こうすることにより、被測定分子を含む試料３３はゲル３２によって担持、固定され
ているため、溶媒３４側へ分子が拡散することはない。
【００３２】
　次に、準備したキャピラリー３５を測定装置１１に固定する。具体的には、顕微鏡１５
に設けられたステージ２１の上部側の所定の位置に固定するようにして取り付ける。ここ
で、キャピラリー３５は、取り付け部材３８を用いて取り付けられる。取り付け部材３８
の構成について簡単に説明すると、図７を参照して、取り付け部材３８は、薄板状であっ
て、その一部に大きな切り欠き３９を有する。切り欠き３９により、取り付け部材３８は
、板厚方向から見た場合に、略コの字状となっている。そして、切り欠き３９の中央部に
は、柱状のキャピラリー３５を差し込むようにして取り付ける取り付け穴４０が設けられ
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ている。キャピラリー３５は、試料３３が導入された一方端部３６側と反対側の端部を取
り付け穴４０に突き刺すようにして取り付けられる。なお、図７の右側部分で、一方端部
３６の拡大図を示している。
【００３３】
　キャピラリー３５のうち、試料３３が導入された一方端部３６の外周領域には、電熱線
４１が巻かれている。端部３６は、電熱線４１への通電により加熱可能となっている。電
熱線４１については、上記した２つの対物レンズ２２ａ、２２ｂにおけるレーザー光の集
光およびＣＣＤカメラ１６による撮影を阻害する位置を避けて巻かれている。
【００３４】
　次に、この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布の
測定方法について説明する。図８は、この場合における分子量分布の測定法方の代表的な
工程を示すフローチャートである。図１～図８を参照して、まず、上記したように試料３
３を担持したゲル３２を導入したキャピラリー３５を取り付けたサンプル３１をステージ
２１の所定の位置に取り付ける（図８（Ａ））。そして、電熱線４１への通電により電熱
線４１を加熱し、試料３３を溶媒３４中に溶解させる（図８（Ｂ））。
【００３５】
　その後、レーザーによる誘起衝撃波を発生させる（図８（Ｃ））。この場合、分子の移
動方向と反対側の位置、具体的にはゲル３２が配置されている位置を集光位置とする。そ
して、被測定分子を衝撃波により溶媒３４中を移動させる。この場合、溶媒３４は、分子
量が小さいため衝撃波により粘性抵抗を受けて移動することはない。すなわち、被測定分
子の分子量の大きさに応じて移動量が大きくなるように、分子が移動する。その後、移動
させた分子の像について、第一の対物レンズ２２ａを介してＣＣＤカメラ１６により撮影
する（図８（Ｄ））。撮影した画像を基にクロマトグラムを作成し、試料３３中に含まれ
る被測定分子の分子量分布を測定する（図８（Ｅ））。
【００３６】
　すなわち、この発明に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布の測定方法
は、測定対象となる被測定分子を含む試料を、加熱により溶解するゲルの表面に担持させ
る担持工程と、試料を担持させたゲルを、溶媒を満たしたキャピラリー中に導入する導入
工程と、キャピラリー中に挿入されたゲルを加熱により溶解させる溶解工程と、溶解工程
の後、溶解した熱可溶性ゲル部分にパルスレーザーを照射して、レーザー誘起衝撃波を発
生させる工程と、レーザー誘起衝撃波により発生させた衝撃波により溶媒中を移動した被
測定分子を観測する観測工程と、観測工程により観測した被測定分子の移動を基に分子の
分子量分布を測定する工程とを含む。
 
【００３７】
　このようなレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布の測定方法によると、ゲル
の表面に被測定分子を含む試料を担持させるため、溶媒内において、分子を拡散させずに
キャピラリー内の所定の位置に導入することができる。そして、レーザーによる誘起衝撃
波を発生させる直前にゲルを溶解させて、レーザー誘起衝撃波による分子の移動を行なわ
せることができる。そうすると、レーザー誘起衝撃波を発生させる前の分子の拡散等の影
響を受けずに、レーザー誘起衝撃波により分子を移動させて、分子の分子量分布の測定を
行なうことができる。この場合、上記した従来の吸着法において用いられる充填剤を用い
ないため、上記したような望ましくない吸着、すなわち、充填剤の表面での吸着が起こり
得ず、高い分解能を達成することができる。したがって、容易に、かつ、適切に分子の分
子量分布の測定を行うことができる。
【００３８】
　この場合、透明のキャピラリーを用いているため、キャピラリーの内部を容易に外部か
ら視認することができる。すなわち、キャピラリーの内部に導入された被測定分子を含む
試料の視認が容易となる。
【００３９】
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　また、この場合、ゲルの表面に被測定分子を含む試料を担持し、キャピラリーを突き刺
すようにして被測定分子を含む試料を担持したゲルをキャピラリー内部に導入しているた
め、簡易な方法および構成でキャピラリー内部に試料を導入することができる。
【００４０】
　なお、上記構成については、分子の粒径分布を測定する場合についても適用可能である
。すなわち、この発明に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の粒径分布の測定方法は
、測定対象となる被測定分子を含む試料を、加熱により溶解するゲルの表面に担持させる
担持工程と、試料を担持させたゲルを、溶媒を満たしたキャピラリー中に導入する導入工
程と、キャピラリー中に挿入されたゲルを加熱により溶解させる溶解工程と、溶解工程の
後、溶解した熱可溶性ゲル部分にパルスレーザーを照射して、レーザー誘起衝撃波を発生
させる工程と、レーザー誘起衝撃波により発生させた衝撃波により溶媒中を移動した被測
定分子を観測する観測工程と、観測工程により観測した被測定分子の移動を基に分子の粒
径分布を測定する工程とを含む。
【００４１】
　このようなレーザー誘起衝撃波を利用した分子の粒径分布の測定方法によると、ゲルの
表面に被測定分子を含む試料を担持させるため、溶媒内において、分子を拡散させずにキ
ャピラリー内の所定の位置に導入することができる。そして、レーザーによる誘起衝撃波
を発生させる直前にゲルを溶解させて、レーザー誘起衝撃波による分子の移動を行なわせ
ることができる。そうすると、レーザー誘起衝撃波を発生させる前の分子の拡散等の影響
を受けずに、レーザー誘起衝撃波により分子を移動させて、分子の粒径分布の測定を行な
うことができる。したがって、容易に、かつ、適切に分子の粒径分布の測定を行うことが
できる。
【実施例】
【００４２】
　ここで、この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布
の測定方法において、ゼラチンの分子量分布を測定する方法について説明する。まず、魚
ゼラチンおよびアルカリ処理を行った牛骨ゼラチンをＦＩＴＣ－Ｉ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｉｎ－４－ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）により蛍光ラベル化し、ｐＨ１０．００の緩
衝溶液に加熱溶解させ、被測定分子を含む試料とした。試料を担持するゲルとしてのゼラ
チン溶液は、厚み約３ｍｍでシャーレに展開し、冷却してゲル化したものを用いた。
【００４３】
　また、上記した図２～図６に示すように、緩衝溶液を満たした内径１４０μｍのガラス
キャピラリーを薄膜状のゲルに突き刺し、キャピラリーの先端部内にゲルを約５００μｍ
の長さで導入したものを作成した。キャピラリーは、図７に示すように固定し、測定直前
に１．５Ｖの電圧をかけた電熱線により先端部を加熱し、内部のゼラチンゲルを溶解させ
た。
【００４４】
　再び図１を参照して、パルスＮｄ：ＹＡＧレーザーの基本波（１０６４ｎｍ、半値幅６
ｎｓ、６０μＪ）を、正立型顕微鏡の下方より２０倍の対物レンズ（ＮＡ＝０．４６）を
用いて、キャピラリー内部のゲル溶解部分（溶解したゼラチン－緩衝溶液界面から試料側
におおよそ５０μｍ）に集光、照射を行い、キャピラリー内部で衝撃波を発生させた。こ
こで、ゼラチン試料は、緩衝溶液側に展開する。
【００４５】
　展開したゼラチン試料は、青色ＬＥＤ（４Ｗ、波長４５０～５００ｎｍ）を照明光とし
、４倍の対物レンズ（ＮＡ＝０．１６）を集光レンズとする落射照明系によりＦＩＴＣを
励起し、蛍光像を観測した。観測画像を、図９、図１０、および図１１に示す。図９は、
ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を示す画像
である。図１０は、ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開後
の蛍光像を示す画像である。図１１は、ＦＩＴＣラベル化した魚ゼラチンのレーザー誘起
衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像である。このような蛍光強度差を導き出す
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ことにより、観測時における散乱光の影響等を排除し、展開前後の蛍光強度の差をより正
確に把握することができる。蛍光像は、対物レンズとリレーレンズにより顕微鏡上部に取
り付けた冷却ＣＣＤカメラにより撮影された。図９等の中の縦軸および横軸で示す目盛り
について、図９以降の蛍光画像の１ピクセルは、４．１７μｍ×４．１７μｍに相当する
。また、図１０において矢印で示す位置は、衝撃波発生点を示す。以下に示す図１５、図
２０、図２３および図２６中の矢印においても同様である。
【００４６】
　撮影された蛍光画像は、レーザー照射前の強度との差を取った後、展開方向と垂直に積
分され、図１２に示すような展開方向に関する試料の濃度分布に対応する蛍光強度分布に
変換される。
【００４７】
　牛骨由来のＦＩＴＣラベル化ゼラチンを同様にｐＨ１０．００の緩衝溶液で満たした内
径１４０μｍのキャピラリーの先端に導入、加熱の後、レーザー誘起衝撃波によりキャピ
ラリー中に展開した牛骨ゼラチンの分布をＣＣＤカメラで蛍光観測した。図１３、図１４
、図１５に衝撃波発生前後の蛍光画像、および衝撃波発生前後の蛍光画像の差を示す。図
１３は、ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチンのレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像
を示す画像である。図１４は、ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチンのレーザー誘起衝撃波
による展開後の蛍光像を示す画像である。図１５は、ＦＩＴＣラベル化した牛骨ゼラチン
のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像である。図１６は、図１５
に示す蛍光強度差の画像を積分して得られたクロマトグラムを示す図である。
【００４８】
　また、図１７は、魚ゼラチンおよび牛骨ゼラチンのＧＰＣチャートを示すグラフである
。図１７に示すように、魚ゼラチンおよび牛骨ゼラチンのゲル浸透クロマトグラム（ＧＰ
Ｃ：Ｇｅｌ　Ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）では、ゼラチンは
、コラーゲン三本鎖複合体の分解により得られる、分子量がそれぞれ約１０万、約２０万
、約３０万の一本鎖、二本鎖、三本鎖コラーゲンによって構成され、これらの単位タンパ
ク質分子鎖の加水分解により分子量分布が広がる。このＧＰＣチャートを波形分離し、図
１２、図１６のクロマトグラムを波形分離して各成分の比較を行なった。結果を表１に示
す。
【００４９】
【表１】

【００５０】
　タンパク質分子鎖の数が複数あるコラーゲンは、ＦＩＴＣ分子が複数ラベル化されてい
るため、蛍光積分強度をタンパク質分子鎖の数で除し、規格化を行なうとＧＰＣによる分
析結果がよい一致を示す。
【００５１】
　次に、この発明の一実施形態に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の粒径分布の測
定方法において、分子の粒径分布を測定する方法について説明する。
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【００５２】
　まず、上記と同様に、魚ゼラチンをｐＨ１０．００の緩衝溶液に加熱溶解させた。ゼラ
チン溶液は、厚み約３ｍｍでシャーレに展開し、冷却してゲル化させた。セレン化カドミ
ウム（ＣｄＳｅ）ナノ粒子（米国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、Ｑｄｏｔ５６５ＩＴＫＴＭ

ｃａｒｂｏｘｙｌ　ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔｓ：直径４．６ｎｍ、Ｑｄｏｔ６５５ＩＴＫ
ＴＭｃａｒｂｏｘｙｌ　ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔｓ：短径６ｎｍ、長径１２ｎｍ、以下そ
れぞれ「Ｑｄｏｔ５６５」、「Ｑｄｏｔ６５５」と略す）の分散液、あるいはそれらの混
合物をゲル上に展開し、緩衝溶液を満たした内径１４０μｍのガラスキャピラリーをゲル
薄膜に突き刺し、キャピラリーの先端部内にゲルを約５００μｍの長さで導入したものを
用いた。
【００５３】
　電熱線により先端部を加熱し、内部のゼラチンゲルを溶解させた後、パルスＮｄ：ＹＡ
Ｇレーザーの基本波（１０６４ｎｍ、半値幅６ｎｓ、６０μＪ）を、正立型顕微鏡の下方
より２０倍の対物レンズ（ＮＡ＝０．４６）を用いて、キャピラリー内部のゲル溶解部分
（溶解したゼラチン－緩衝溶液界面から試料側に約５０μｍ）に集光、照射を行い、キャ
ピラリー内部で衝撃波を発生させた。
【００５４】
　展開したゼラチン試料は、緑色ＬＥＤ（４Ｗ、波長５００～５４０ｎｍ）を照明光とし
、４倍の対物レンズ（ＮＡ＝０．１６）を集光レンズとする落射照明系によりＱｄｏｔ粒
子を励起し、蛍光像を冷却ＣＣＤカメラにより観測した。蛍光画像の処理は、ゼラチンの
例と同様に行った。
【００５５】
　図１８は、Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を示す画像であ
る。図１９は、Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光像を示す画像で
ある。図２０は、Ｑｄｏｔ６５５のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示
す画像である。図２１は、Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を
示す画像である。図２２は、Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開後の蛍光像
を示す画像である。図２３は、Ｑｄｏｔ５６５のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍
光強度差を示す画像である。図２４は、Ｑｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合試料
（１：５）のレーザー誘起衝撃波による展開前の蛍光像を示す画像である。図２５は、Ｑ
ｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合試料（１：５）のレーザー誘起衝撃波による展
開後の蛍光像を示す画像である。図２６は、Ｑｄｏｔ５６５およびＱｄｏｔ６５５の混合
試料（１：５）のレーザー誘起衝撃波による展開前後の蛍光強度差を示す画像である。図
２７は、図２６に示す蛍光強度差の画像を積分して得られたクロマトグラムを示す図であ
る。
【００５６】
　図１８～図２７を参照して、蛍光強度差の画像は、Ｑｄｏｔ６５５がＱｄｏｔ５６５よ
りも長い距離に分布していることを示しており、混合物では広い範囲にそれらが分布して
いることを示している。図２７に示すように、移動方向、すなわち、キャピラリー長さ方
向の各位置に対して、その垂直方向に対する蛍光の積分強度をプロットしたクロマトグラ
ムを作成すると、Ｑｄｏｔ６５５とＱｄｏｔ５６５の各成分は、移動距離が異なることが
判る。また、混合物がそれぞれの単一試料の場合と同じ移動距離のところに分布すること
を示すピークが見られたことは、衝撃波によるナノ粒子の分離が行なわれたことを示して
いる。また、波形分離により両者の成分に分け、それらの定量分析が可能であることは、
上記したゼラチンの場合と同様である。なお、Ｑｄｏｔ６５５において、１００μｍ付近
に負の蛍光強度差を示しているが、図１８～図２０との比較を行なうと、これは泡の発生
によるものであることが判る。すなわち、図２０に示される蛍光強度差を参照すれば判る
ように、矢印で示す点から右側にある黒点は、衝撃波を発生した際に泡が生じたことを意
味し、この泡の影響で、蛍光強度差として負の値になっていると推測できる。
【００５７】
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　以上より、この発明に係るレーザー誘起衝撃波を利用した分子の分子量分布の測定方法
および粒径分布の測定方法によると、容易に、かつ、適切に分子の分子量分布および粒径
分布の測定を行うことができる。
【００５８】
　なお、上記の実施の形態においては、試料を導入した側のキャピラリーの一方端部に電
熱線を巻き付け、電熱線に通電することによりゲルを加熱溶解させることとしたが、これ
に限らず、例えば、試料を導入した側のキャピラリーの一方端部側に集光するようにＣＷ
レーザーを照射するようにして試料を導入した側のキャピラリーの一方端部を加熱し、ゲ
ルを溶解させるようにしてもよい。すなわち、加熱工程は、電熱線による加熱またはＣＷ
レーザーによる加熱を含む。このような加熱によると、試料を担持した熱可溶性ゲルを効
率的に加熱溶解させることができる。
【００５９】
　また、上記の実施の形態においては、分子を蛍光ラベル化し、観測工程は、分子から発
せられる蛍光を観測することにより行なったが、これに限らず、観測工程は、被測定分子
の光散乱、ラマン散乱、光吸収のいずれかを観測することにより行なう。このような観測
により、より正確に分析を行なうことができる。
【００６０】
　なお、上記の実施の形態においては、ゲルの表面に被測定分子を含む試料を担持するこ
ととしたが、これに限らず、ゲルの内部に被測定分子を含む試料を担持させるようにして
もよい。具体的には、例えば、ゲルの内部に被測定分子を含む試料を注射器状のもので注
入するようにしてもよいし、上記したようにゲルの表面に試料を担持させた後、さらにそ
の上部にゲルを配置するようにしてもよい。こうすることにより、より効果的に測定前、
すなわち、レーザーによる誘起衝撃波を利用した分子の移動の前における分子の拡散の抑
制を行なうことができる。
【００６１】
　また、上記の実施の形態においては、分子の分析方法として、分子の分子量分布および
分子の粒径分布を測定することとしたが、これに限らず、他の分析方法を行なう際にも有
効に適用される。
【００６２】
　以上、図面を参照してこの発明の実施形態を説明したが、この発明は、図示した実施形
態のものに限定されない。図示した実施形態に対して、この発明と同一の範囲内において
、あるいは均等の範囲内において、種々の修正や変形を加えることが可能である。
【産業上の利用可能性】
【００６３】
　この発明に係るレーザー誘起衝撃波を用いた分子の分析方法は、タンパク質等の微小物
体についての分子量分布等を容易に、かつ、適切に行なうことが要求される場合に、有効
に利用される。
【符号の説明】
【００６４】
　１１　測定装置、１２　ＹＡＧレーザー、１３　パルスジェネレータ、１４ａ，１４ｂ
　コンピュータ、１５　顕微鏡、１６　ＣＣＤカメラ、１７　ＬＥＤ　１８　光路、１９
　ミラーユニット、２０　赤外吸収フィルター、２１　ステージ、２２ａ，２２ｂ　対物
レンズ、２３　ミラー、２４　スペシャルフィルター、３１　サンプル、３２　ゲル、３
３　試料、３４　溶媒、３５　キャピラリー、３６　端部、３７　壁部、３８　取り付け
部材、３９　切り欠き、４０　取り付け穴、４１　電熱線。
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