
目的
柔軟性の高い新溶媒混合テクノロジー
【Auto•Blend Plus™】機能を搭載した
ACQUITY UPLC® H-Class Bioシステム及び
HILIC モードカラムを利用し、フェチュイン 
由来N-結合型糖鎖の特性解析を行いました。

背景
きわめて複雑な糖鎖構造は、タンパク質の生
物学的な役割に関与しており、規制下におい
ては、糖鎖構造の完全なプロファイルが要求
されます。また、糖タンパク質の生物学的な 
重要性に伴い、迅速かつ効率的であり、さら
に十分な感度と再現性を有する分析法が必要
とされております。糖鎖分析では、まず、様々
なN-結合型糖鎖、O-結合型糖鎖を精密に分離
しなければなりません。 

元々、糖鎖の分離が困難であることに加え、 
LCでの分離後のMS検出の有無等も考慮して、
移動相組成の検討を行わなければなりません。
最適な分離条件を開発するためには、グラジ
エントの最適化のみならず、添加剤の種類や
イオン強度など、多くの条件検討を実施する
必要があります。要求される選択性や分離を
得るための移動相条件の検討では、バイナリ
送液システムの場合、非常に時間と手間のか
かる作業が必要となります。検討するパラ 
メータとしては、移動相中の有機溶媒の種類
や濃度、pH、イオン強度等が挙げられます。 
そのための溶媒調製工程では、ミスや調製誤
差が生じる可能性もあります。ACQUITY UPLC 
H-Class BioシステムのAuto•Blend Plusテクノ 
ロジーでは、最大4種類の溶媒をソフトウェア

Auto•Blend Plusテクノロジーを搭載した
ACQUITY UPLC H-Class BioシステムとGlycan 
Separation Technology(GST)カラムの使用に 
より、より短時間で、より確実な糖鎖分析法 
の開発を実現します。

ACQUITY UPLC H-Class Bio 
システムによる卓越した糖鎖分離
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A: 80% 水, 20% 150 mM ギ酸アンモニウム, pH 4.7

B: 80% アセトニトリル, 20% 150 mM ギ酸アンモニウム, pH 4.7 
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（上段）フェチュインから切り出した糖鎖を2-ABでラベル化し、HILICモードを 
用いて2液グラジエントで分析した例。

（下段）同じ糖鎖をAuto－Blend Plusテクノロジーを使用した3液グラジエント
で分析した例。2液グラジエントと同等の結果が得られています。
さらに3液混合の場合は事前に混合溶媒を調製する必要が無く、複雑なサンプル
の場合でも簡単な分離の最適化が可能です。



上からプログラムで任意の組成で自動混合する 
ことが可能となり溶媒調製に費やす時間が削減
できます。また、この機能により再現性に大きく
影響する溶媒の調製誤差を無くし、再現性の向上
と共に分析法開発にかかる時間の短縮が可能と
なります。

ソリューション
親水性相互作用クロマトグラフィ(HILIC)モードを 
用いるWaters Glycan Separation Technology 
(GST)カラムでは2-µm以下の充てん剤を使用した
UPLC カラムテクノロジーを採用することにより卓
越した糖鎖の分離が可能です。HILICモードでは、
逆相とは逆に親水性の高い糖鎖ほど強く保持し、
水系移動相を増加させるグラジエントにより溶出
します。

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステム、Auto•Blend 
Plusテクノロジーの柔軟性を証明するために、ここ
ではフェチュインから切り出したN-結合型糖鎖の
特性分析を例に示しました。

糖鎖は2-aminobenzamide (2-AB)により蛍光標
識し、蛍光検出器にて測定を行いました。きわめ
て高い分離が得られている2液グラジエントに 
よる分析法を、Auto•Blend Plus 機能を用いて 
3液グラジエントでの分析法に移管した例を示し
ました。フェチュイン由来の中性糖鎖、シアル化
糖鎖の両方において、選択性、分離ともに2液 
グラジエントによる分析結果と同等の結果が得ら
れています。

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステムのクォータナリ送液システムを利用して、
溶媒Cに添加剤として150 mMギ酸アンモニウム（pH 4.7）をセットし、グラジ
エント中、一定組成で送液しました。溶媒Aは水、溶媒Bはアセトニトリルとし
ました。これら3液を自在に混合することにより、簡単にグラジエントの最適
化を行うことができます。新たに溶媒を調製することなく、溶媒Cの送液比率
を変えるだけで、分離条件を変化させることも可能です。Auto•Blend Plus 
テクノロジーにより、添加剤濃度、イオン強度、pHを変化させる一連の分析
条件検討をプログラムしておくことにより、無人の状況で検討を進めること
ができ、最適な分析条件を、最短の時間で得ることができます。

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステムでは、Auto•Blend Plusテクノロジー 
による3液グラジエントを使用することで分析条件の検討にかかる時間を 
短縮し、頑健で、優れた分離と再現性の高い分析法を開発することが可能です。

まとめ
ACQUITY UPLC H-Class Bioシステムを使用して、糖タンパク質由来糖鎖を良
好に分離することができました。Auto•Blend Plusテクノロジーにより、添加
剤のストック溶液と水や有機溶媒を準備するだけで、自在に、選択性の検討、
グラジエントや添加剤組成の最適化を行うことができます。さらにラボに 
とって負担であった溶媒調製、溶媒置換等にかかる作業、所要時間を著しく
削減し、糖鎖分析の効率が向上します。Auto•Blend Plusテクノロジー機能を
持つACQUITY UPLC H-Class Bioシステムをご使用いただくことにより、分析
法開発にかかる時間を大きく削減し、その結果、ラボの生産性を向上させる
ことが可能です。
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