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ウォーターズのソリューション

ACQUITY UPLC BEH Glycan BEH Amide、

130Å、 1.7 µmカラム

XBridge Glycan BEH Amide XP、

130Å、2.5 µmカラム

Alliance® HPLCシステム

ACQUITY UPLC H-Class Bioシステム

Empower® 3 および MassLynx® （v4.1）

ソフトウェア

Waters® Rapi Fluor-MS Glycan

Performance Test Standard
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分析法移管、N 型糖鎖、RapiFluor-MS 

アプリケーションのメリット 
■■  Rapi Fluor-MS™ 標識糖鎖分離のUPLC⇔ HPLC

間でのシームレスな分析法移管

■■ ACQUITY UPLC ® Glycan BEH Amide、130 Å、

1.7 µmおよび XBridge® Glycan BEH Amide 

XP、130Å、2.5 µmカラムは UPLC®および

HPLC 糖鎖分析に高い分離能を提供

はじめに

2009年にウォーターズは、糖鎖の高分離を実現するためにデザインされた革

新的な UPLC HILIC カラムを発表しました。このカラムテクノロジーは最適化

したアミド基を結合した粒子径 1.7 µm、ポアサイズ 130Åのエチレン架橋型

ハイブリッド（BEH）パーティクルを採用し、低分子中性構造から高度にシアル

酸が付加された構造までの幅広い N 型糖鎖について卓越した分離を実現します 1。

この UPLC カラムに追加して、HPLC ベースの粒子径 2.5 µmの XBridge Glycan BEH 

Amideカラムも発売し、2-AB標識 N 型糖鎖分析において UPLC 分離と同等の選

択性が得られることを実証しました 2。2015年、ウォーターズは、迅速かつ効

率的なサンプル前処理ワークフローと卓越した蛍光および MS感度を提供する

革新的な標識試薬 Rapi Fluor-MSを発表しました 3。

本研究では、粒子径 1.7 µmおよび 2.5 µmの Glycan BEH Amideカラムにより、

UPLC および HPLC に対応する条件下での Rapi Fluor-MS標識糖鎖分離の移管性に

ついて実証します。粒子径（dp）、カラム長さ、カラム内径からなる標準の LC

分析法移管の原理を用いて、少し大きい粒子径のカラムにより、HPLC に対応

する圧力で、サンプルロード量、移動相使用量、（最も重要な点として）分析時

間は増加しますが、同等のクロマトグラフィープロファイルと相対的な定量を

実現できることを紹介します。
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実験方法 

分析条件

LC条件

LCシステム： Waters Alliance HPLC もしくは

 ACQUITY UPLC H-Class Bioシステム

検出： Alliance HPLC 2475蛍光（FLR）検出器

 ACQUITY UPLC FLR検出器（ACQUITY flow cell）

 波長：励起 265 nm、蛍光 420 nm

カラム： ACQUITY UPLC Glycan BEH Amide、130Å、

 1.7 µm、2.1 × 150 mm（製品番号 186004742）

 XBridge Glycan BEH Amide XP、130Å、2.5 µm、

 3.0 × 150 mm（製品番号 186008039）と

 XBridge Glycan BEH Amide XP、130Å、2.5 µm、

 3.0 × 75 mm（製品番号 186008038）を連結。

 カラムは 0.005 × 1.75 UPLC SEC コネクション

チューブ（製品番号 186006613）を用いて連結。

カラム温度： 60℃

サンプル温度：10℃

注入量： UPLC：1.2 µL、HPLC：3.7 µL

流速： 0.5 mL /min

 （グラジエントの高水比率洗浄工程は 0.25 mL/min）

移動相 A： 50 mMギ酸アンモニウム緩衝液、pH4.4

 （LC/MSグレードの水を用いて 100倍濃縮液

 （製品番号：186007081）より調製）

移動相 B： LC/MS グレードアセトニトリル

グラジエント：

サンプル詳細

Waters Rapi Fluor-MS Glycan Performance Test Standard（製品番号：

186007983、400 pmole/vial）を水に溶解して濃度 20 pmole/µLに

調製。 

結果および考察

UPLC⇔HPLCカラム間での糖鎖 HILIC分析法の移管計算

HILIC ベースのN 型糖鎖分離分析法をある LCシステムとカラムから

別の LCシステムとカラムに移管するには、主要な考慮点が 2つ

あります。最も重要なのは、2つのカラムのケミストリーおよび

ポアサイズが同等である点です。適切なカラムの種類を選択した

ら、粒子径サイズに従って分離を適切に移管する必要があります。

一般的に、適切な移管は、カラム長さと粒子径の比率（L/dp）を一定

に保つことで実現できます。カラムサイズと粒子径を決定する

と、グラジエントへの変更が計算できます。本研究では、粒子径

1.7 µm、2.1 × 150 mmの Glycan BEH Amideカラムから粒子径 2.5 

µmの XBridge Glycan BEH Amideへの移管で、粒子径の比率が 1.47

（2.5 / 1.7）であるため、約 50%長いカラム長（225 mm）が必要です。

実際には、225 mmのカラム長は 150 mmカラムと 75 mmカラム

を適切なコネクターを用いて接続することで容易に構成できます。

カラム長に加えて、適切なカラム内径を選択することも重要です。

HPLC システムでは UPLC システムに比べて拡散が大きい（バンド

拡散、HPLC：30 µL、UPLC：10 µL）ため、カラム外バンド拡散の

影響を最小限にするために比較的大きい内径のカラムを用いる

必要があります。例えば 3 mm 内径の HPLC カラムにより、一般

的な 4.6 mm内径カラムを用いた場合よりも移動相消費量を低減

しながら、HPLC システムでほぼ最適な分離を達成できます。

時間
UPLC/HPLC
(minutes)

流速
UPLC/HPLC
 (mL/minute)

% A
(50 mM amm. 

formate, pH 4.4)

%B
(Acetonitrile)

0.0/0.0 0.40/0.56 25 75

35.0/77.2 0.40/0.56 46 54

36.5/80.5 0.20/0.28 100 0

39.5/87.1 0.20/0.28 100 0

43.1/95.1 0.20/0.28 25 75

47.6/105.0 0.40/0.56 25 75

55.0/121.3 0.40/0.56 25 75

サンプルバイアル： ポリプロピレン 12 × 32 mm

  スクリューネックバイアル 300 µL

  （製品番号：186002640）

データ管理： MassLynx（v4.1）UPLC、Empower Pro（v3）HPLC

表 1

RapiFlour-MS標識N型糖鎖HILIC分離のUPLC⇔HPLC間での分析法移管

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186004742
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008039
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008038
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006613
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007081
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002640
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007983
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007983
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そこで 3.0 × 225 mmの効果的なカラムサイズを選択し、一般的

な分析法移管の原理を用いて HPLC 分離のために適切なグラジエ

ントを計算しました（グラジエントは表 1を参照）4。表 2 は様々

な移管分析法と用いる Glycan BEH Amideカラムについて、対応す

るカラム長さ、分析時間と、移動相およびサンプル消費量につい

て概略を示しています。この表は UPLC 分離の提供する 2つの顕

著な利点を強調しています。短い分析時間（55%以上低減）と移

動相消費量の低減（68%以上低減）です。UPLC分離では、必要

なサンプルロード量も少なくなるため（68%以上低減）、サンプ

ル量が限られている場合に有用です。この比較において、移動

相消費量は上記した表 1を元に決定しました。この計算結果を

元に、粒子径 2.5 µmで内径 3.0 mmの XBridgeカラムを低バン

ド拡散（29 µL）HPLCで用いた場合に対する UPLC の利点は明ら

かです。

粒子径
 (µm)  

カラム長さ
 (mm) 

カラム内径
 (mm) 

流速  
(mL/min.)

分析時間  
(min.)

移動相
 (mL) 

サンプル  
(µL)

1.7 150 2.1 0.4 55 20 1.2

2.5 225 3.0 0.56 121.3 62 3.7

2.5 225 4.6 1.32 121.3 146 8.8

3.5 300 4.6 0.93 229.2 194 11.6

表 2

図 1. Waters Glycan Performance Test Standard（製品番号 : 186007983、400 pmole/vial）を水に溶解
して濃度 20 pmole/µLに調製した RapiFluor-MS標識 N型糖鎖の UPLCおよび HPLC HILIC 分離の比較。
UPLC および HPLC 分析の注入量はそれぞれ、1.2 µL と 3.7 µL。

UPLCおよびHPLCのRapi Fluor-MS標識N型糖鎖プロファイルの比較

ACQUITY UPLC H-Class システムを用いた粒子径 1.7 µm、2.1 × 150 mmの Glycan BEH Amideカラムから、

Alliance HPLCシステムで粒子径 2.5 µm、内径 3.0 mmでトータルカラム長 225 mm（150 mm＋ 75 mm）

の XBridge カラムへのスケーリングに関する有効性を定性的に実証しました（図 1）。Rapi Fluor-MS Glycan 

Performance Test Standard（プールしたヒト IgGから切り出した N 型糖鎖）について標準化した時間範囲でど

ちらのクロマトグラムも同等のプロファイルを示しました。この例では、HPLCでの分析時間は約 2.2倍です。

30.00 10.00  12.00  14.00  16.00  18.00  20.00  22.00  24.00  26.00  28.00 

64.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00 44.00 48.00 52.00 56.00 60.00 

Alliance HPLC 
XBridge Glycan BEH Amide XP, 130Å, 2.5 m  
3.0 x 225 mm total length (150 mm + 75 mm) 

ACQUITY UPLC H-Class Bio 
ACQUITY UPLC Glycan BEH Amide, 130Å, 1.7 m 
2.1 x 150 mm 

Total Run Time = 55 minutes 

Total Run Time = 121.3 minutes 
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これらの分離を定量的にも比較しました。図 2には、

最も豊富に含まれる N 型糖鎖 21種類について相

対保持時間の比較を示しました。相対保持時間は

ピーク 1（図 1）から計算し、HPLC 分離で増加す

るシステムデュエルボリュームおよびカラムボイド

ボリュームを補正しました（1.2分）。図 3には、保持

時間を評価したのと同じ 21のピークについて 2つ

の分離の相対定量値に関する比較を示しています。

HPLC 分析での相対存在量が 0.2%であったピーク

19で最も顕著な違い（35％）で、殆どは違いが 5％

以内と良好な結果を示しました。微量の分析種に

対してより正確な定量が必要な場合には、標準物

質と比較した結果を報告するのが有効です。全体

として、これらデータは Rapi Fluor-MS標識糖鎖の

HILIC による分離が UPLC および HPLC 間で容易に移

管できることを実証しています。得られたクロマ

トグラフィープロファイルの同等性は、パーティ

クル表面の化学的同等性とポア特性の同等性を明

確に示しています。 

1 

1.2 

1.4 

1.6 

1.8 

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

R
e
la

ti
ve

 R
e
te

n
ti

o
n

 T
im

e
 

Peak Number 

UPLC HPLC 

図 2.  RapiFluor-MS 標識 N 型糖鎖の UPLC および HPLC HILIC 相対保持時間（n =2）の比較。ピーク
番号は図１の記載と同じ。相対保持時間はピーク 1 を基準に決定。

図 3.  RapiFluor-MS標識 N型糖鎖の UPLCおよび HPLC HILIC相対ピーク面積（n =2）の比較。ピーク
番号は図１の記載と同じ。
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結論

これらの結果は、Rapi Fluor-MS標識 N 型糖鎖の HILIC 分離が、適切な Glycan BEH 

Amideカラムを用いて UPLCと HPLC間でシームレスに移管できることを実証し

ています。UPLCベースの分離を用いる利点は、移動相消費量を低減しながら

サンプルスループットを飛躍的に向上できる点です。必要なサンプルロード量

も低減します。しかしながら、もしラボの装置に制限がある場合には、UPLC

と HPLC 分離間で容易に移管できることは非常に有益です。さらに、UPLC から

HPLC プラットホームに移管できることは、構造解析や分析法バリデーションの

スパイク試験実施のために糖鎖を分画して精製しなければいけない場合にも

有用です。
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