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概要

このアプリケーションノートでは、Agilent AssayMAPBravo および Agilent GlykoPrep InstantPC キッ
トを用いた N-グリカンの遊離、標識化、およびクリーンアップの自動化ワークフローについて説明しま
す。1 回の実験で合計 24 個の抗体を分析し、Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を使用して 
N-グリカンを同定しました。 

モノクローナル抗体 N- 結合型グリカン分析の
自動化ワークフロー
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はじめに

モノクローナル抗体（mAb）は、がん免疫
療法において、近年開発が盛んな重要な物
質です。抗体の安定性と有効性を維持するう
えで、グリコシル化が重要な役割を果たしま
す。1 したがって、抗体の開発プロセスや製
造全体を通じて、グリカンが注意深くモニタ
リングされます。クローン選択や細胞培養の
最適化プロセスには、ハイスループットのグリ
カンサンプル前処理が不可欠です。アジレン
トは、AssayMAP Bravo および GlykoPrep 
InstantPC キットを用いて、N-グリカンの遊
離、標識化、および精製を行う自動化ワーク
フローを開発しました。 

このワークフローでは、AssayMAP Bravo を
用いる GlykoPrep InstantPC キットが自動化
プロトコルに組み込まれています（図 1）。RX 
カートリッジに IgG サンプルを固定して変性
させた後、PNGase F を使用してカートリッジ
上で N-グリカンを遊離しました。遊離 N-グリ
カンは、高速標識化のために InstantPC Dye 
に溶出させました。サンプル前処理の最後の
段階には、CU カートリッジを使用した N-グ
リカンのクリーンアップ手順が含まれます。こ
のメソッドでは、カートリッジベースのプラッ
トフォームにより、InstantPC 色素と自動分
注器が完全に統合され、N-グリカンサンプル
前処理を効率化できます。ハイスループットの
サンプル前処理は約 3 時間で完了しました。
InstantPC で標識化された N-グリカンは、蛍
光検出（FLD）と質量分析（MS）の両方の
測定でより強いシグナルを発生します。 

実験方法

試料調製
GlykoPrep-plus N-グリカンサンプル前処
理キットと InstantPC キット、96-ct は ア
ジレント（旧 ProZyme）製で（部品番号 
GPPPNG-PC）、次のモジュールが含まれてい
ます。GlykoPrep-plus 消化モジュール、96-ct
（部品番号 GSP-RX）、InstantPC 標識化モ
ジュール（部品番号 GSP-PC）、GlykoPrep 
クリーンアップモジュール、96-ct（部品番号 
GSP-CU）、GlykoPrep-plus ラボウェアセット
（部品番号 AM96-NG） 

Agilent CHO mAb は、アジレントで処方され
ました。

 – ハーセプチンはGenentech 社（NDC 
50242-134-68）から購入しました。

 – ヒト IgG は ProZyme で処方されました。

 – NISTmAb は NIST から購入しました
（RM 8671）。

 – 他の化学物質はすべて、Sigma-Aldrich 社
（米国ミズーリ州セントルイス）の製品を
使用しました。

自動化による N-グリカンサンプル 
前処理
Agilent Protein Sample Prep Workbench 
ソフトウェアには、AssayMAP Bravo プラッ
トフォームを使用して GlykoPrep InstantPC 
キットを自動化するワークフローがあらかじ
めロードされています。「RX Digestion – 
InstantPC Labeling」ワークフローは、ワー
クフローライブラリ内の N-グリカンサンプル前
処理法カテゴリにあります。このワークフロー
には、半自動 N-グリカンサンプル前処理用の 
5 つのプロトコルが含まれています。2簡単に
説明すると、プロトコル 1 では試薬プレートの
設定、プロトコル 2 と 4 ではマイクロクロマト
グラフィーカートリッジのレイアウト定義、プロ
トコル 3 と 5 ではサンプラ処理が行えます。 

図 1. Agilent AssayMAP Bravo および Agilent GlykoPrep InstantPC キットを使用した自動化された  
N-グリカンサンプル前処理

Agilent AssayMAP Bravo

mAb サンプル

RX カートリッジ

N-グリカナーゼ

InstantPC 色素

CU カートリッジ

mAb の固定化と変性

N-グリカンの消化と溶出

InstantPC で標識化された N-グリカン

N-グリカンのクリーンアップと最終溶出

Agilent 1290 Infinity II LC 
+ Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

Agilent GlykoPrep InstantPC キット
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最初のステップでは、「Plate ＆ Reagent 
Setup Protocol（プレートと試薬設定プロト
コル）」を使用して、InstantPC キットから試
薬プレートを準備します。このステップ用に、
専用の「試薬容量計算機」が設計されまし
た。カラムと処理するサンプル数に基づいて、
計算機は各試薬の正確な量と、試薬ソースプ
レートのどこに試薬を分注するかについて指
示を出します。今回の実験では、すべてのウェ
ルが埋まった 3 列を用います。合計 24 のサ
ンプルで、各 mAb を 50 µg 使用します。計
算機に従って一定量の試薬がキットから試薬
ソースプレートに移されると、図 2（プロトコ
ル 1、デッキレイアウト）に従って、さまざまな
ラボウェアをデッキにセットアップ可能になり
ます。デッキ位置 7 で、4 つの U 底プレートに
ラベルを付け、消化バッファ（上）、ブロッキン
グ試薬、変性試薬から InstantPC 溶液（下）
まで積み重ねる必要があります。プロトコル
が開始された後、AssayMAP Bravo でさまざ
まな試薬が必要な量だけ分注されました。こ
れは、後続の反応とグリカン標識用の試薬プ

レートを準備するための重要なステップです。
計算機は、プロトコル 3 で使用する RX カー
トリッジプライミング溶液の量と、プロトコル 
5 で使用するすべてのバッファ溶液の量も計算
します。 

このアプリケーションの 2 番目のステップは、
RX カートリッジ移送プロトコルのみです。こ
のプロトコルでは、ユーザーは後続の反応の
ためにデッキをセットアップし、アプリケーショ
ンページを離れることなくカートリッジをデッ
キの位置 2 に移送できます。カートリッジの完

全に埋まった 3 列は、列 1 から始まる実験に
移送されました。 

図 3 に示すように、6 種類の抗体サンプル、す
なわちコントロールのヒト IgG、Agilent CHO 
mAb、ハーセプチン、NIST mAb、リツキシマ
ブ、および SILuMAb を 1 µg/µL に正規化し、
元のサンプルプレートに配置しました。N-グ
リカンの遊離と標識化はプロトコル 3 で実行
しました。50 µL の mAb サンプル（各 mAb 
に対して 4 つの繰り返し分析用）を、変性試

図 2. Agilent InstantPC ソフトウェアの試薬設定プロトコル 

図 3. 96 ウェルプレート上の抗体サンプル位置 

コントロール

ハーセプチン

リツキシマブ

CHO mAb

SiLuMAb

NISTmAb
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薬を使用して変性しました。mAb は 24 個の 
RX カートリッジに並行して固定化しました。
その後、ブロッキングステップを使用して、RX 
カートリッジの残りのアクティブな結合点をブ
ロックしました。PNGase F を 45 ℃ でカー
トリッジに吸引することにより、固定化された
タンパク質から N-グリカンを遊離し、mAb を 

30 分間インキュベートしました。反応の最後
に、遊離 N-グリカンを InstantPC 溶液でプ
レートに溶出させ、N-グリカンを即座に標識
化しました（図 4、デッキの位置 7）。 

クリーンアップ（CU）カートリッジはプロトコ
ル 4 で移送しました。デッキレイアウトを図 5 
のように設定したら、InstantPC で標識化さ

れた N-グリカンサンプルをプロトコル 5 で洗
浄し、余分な遊離 InstantPC を除去しました。
最終的な InstantPC で標識化されたグリカン
サンプルは、50 µL の最終溶出量で溶出させ
ました。 

図 4. Agilent InstantPC ソフトウェアの N-グリカン遊離および標識プロトコル 

図 5. Agilent InstantPC ソフトウェアの N-グリカンクリーンアッププロトコル 
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LC/MS による N-グリカン分析
洗浄した N-グリカンサンプルを、さらに精製
することなく LC/Q-TOF システムに注入しま
した。最終的な N-グリカンサンプルの量は元
の mAb サンプルと同じであるため、1 µL の
最終サンプルは 1 µg の mAb から調製され
る N-グリカンの量を表します。Agilent 1290 
Infinity II LC にはAgilent 1260 Infinity FLD 
を取り付けて、デュアル Agilent Jet Stream
（AJS）イオン源 付きの Agilent 6545XT 
AdvanceBio LC/Q-TOF MS と接続しました。
N-グリカンサンプルは、Agilent AdvanceBio 
グリカンマッピングカラム、2.1×150 mm、1.8 
µm（部品番号 859700-913）を使用した親
水性相互作用液体クロマトグラフィー（HILIC）
によって、カラム温度 40 ℃で分離しました
（図 6）。分離条件は以前に注意深く開発され
たものであるため、本研究では、同じ条件の
合計実行時間 35 分間の 28 分間のグラジエ
ントを採用しました。3 LC 条件を表 1 に示し
ます。FLD は PMT ゲイン = 10 で、λEx = 285 
nm、λEm = 345 nm に設定しました。 

図 6. Agilent AdvanceBio グリカンマッピング 
カラム搭載のAgilent 1290 Infinity II LC および 
Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF を使用 
した N-グリカン分析 

Agilent AdvanceBio 
グリカンマッピングカラム

Agilent 1290 
Infinity II LC

Agilent 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF

表 1. UHPLC HILIC/FLD 条件 

Agilent 1290 Infinity II LC システム

カラム Agilent AdvanceBio グリカンマッピング、2.1 x 150 mm、1.8 µm（部品番号 859700-913）

溶媒 A 50mM ギ酸（水酸化アンモニウムで pH 4.5 に調整）

溶媒 B アセトニトリル

グラジエント

時間（分）  B（%）  流量（mL/分） 
0.0 78.0 0.6 
0.5 74.0 0.6 
13.0 72.5 0.6 
28.0 61.0 0.6 
28.5 50.0 0.5 
28.6 50.0 0.4 
28.8 78.0 0.4 
31.0 78.0 0.5 
31.5 78.0 0.55 
33.5 78.0 0.6 
停止時間 = 35.0 分

カラム温度 40 ℃

注入量 1 µL

FLD
λEx = 285 nm 
λEm = 345 nm

表 2. LC/Q-TOF パラメータ 

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

イオン源 デュアル Agilent Jet Stream

ガス温度 150 ℃

ドライガス流量 9 L/分

ネブライザ 35 psi

シースガス温度 300 ℃

シースガス流量 10 L/分

Vcap 3,000 V

ノズル電圧 500 V

フラグメンタ 120 V

スキマ電圧 65 V

質量範囲 m/z 300～ 1,700

スキャン速度 2 スペクトル/秒

取り込みモード 高分解能（4GHz）

N-グリカンサンプルは、デュアル AJS イオン
源を使用し、 m/z 300 ～ 1,700 の質量範囲、
高分解能（4 GHz）モード、2 スペクトル/ 秒
のスキャンレートで分析しました。表 2 に詳細
な Q-TOF 設定を示します。 
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結果と考察

InstantPC で標識された N-グリカンの
定性分析 
コントロールのヒト IgG には、特性解析が十
分になされている 17 種類の N-グリカンが含
まれていました。リテンションタイムと精密質
量をこれらのグリカンと比較することで、N-グ
リカンを同定できます。図 7A と図 8A では、
17 個のグリカンすべてに注釈が付けられてい
ます。図 7B ～ 7F の同じリテンションタイム
の同じグリカンは標識化されていません。さら
に、他の 5 つの一般的な N-グリカン（図 7B、
7C、7D、8B、8C、および 8D で標識化されて
いるもの）は、精密質量と単糖組成によって
識別したものです。FLD の結果はこれらのグ
リカンについて、リテンションタイムが同じで、
相対ピーク存在量も同じであることを示して
います（図 8）。 

図 7. すべてのサンプルの InstantPC で標識された N-グリカンの LC/Q-TOF 分析。 
（A）コントロール ヒト IgG、（B）CHO mAb、（C）ハーセプチン、（D）NISTmAb、 
（E）リツキシマブ、（F）SILuMAb 
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図 8. すべてのサンプルの InstantPC で標識された N-グリカンの LC/FLD 分析。 
（A）コントロール ヒト IgG、（B）CHO mAb、（C）ハーセプチン、（D）NISTmAb、 
（E）リツキシマブ、（F）SILuMAb  
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表 3 に、この研究で見つかった 22 個の N-グ
リカンの詳細情報を示します。グリカンは、リ
テンションタイム、理論質量、単糖組成、構造、
および一般名に基づいてリストされています。 

InstantPC で標識された N-グリカンと 
MS の定量分析
InstantPC で標識付けされた N-グリカンサン
プル も、Agilent MassHunter BioConfirm 
10.0 ソフトウェアで遊離グリカンワークフロー
を使用して解析しました。このソフトウェアを
使用すると、質量誤差、リテンションタイムウィ
ンドウ、グリカンイオン種、タグ（2-AB およ
び InstantPC）などのマッチング基準を設定
し、独自のスコアリングシステムで結果を検証
できます。N-グリカンは、主に 2 価イオン [M 
+ 2H]2 + として観測されましたが、[M + NH4 + 
H]2 +、[M + H + Na]2 +、[M + H + K]2 + などの
他の種も計測されました。4 InstantPC は、還
元末端に 261.1477 Da のモノアイソトピック
質量を追加しました。本研究では内部グリカ
ンデータベースを実装して、すべての mAb に
おいて高い質量精度（<2 ppm）で N-グリカ
ンを迅速に同定しました。BioConfirm は、内
部グリカンデータベースを使用して、リテンショ
ンタイムと精密質量に基づいて、24 個のサン
プルから 10 個の標識化された N-グリカンを
すばやく同定して積分しました。これら 10 個
のグリカンが、すべての mAb で同定された 
N-グリカンのうち、最もアバンダンスの大き
かった上位 10 個のグリカンです。 

図 9A はMS 測定から生成したもので、各 
mAb からの 10 個の N-グリカンの相対比を
表します。10 個のグリカンは、LC クロマトグ
ラムからのリテンションタイムの順序に基づい
てリストに記載されています。相対アバンダン
ス解析では、多くの場合、同じ mAb 内の異な
る N-グリカン比を比較します。例えば、40.85 
% の比率を示すリツキシマブ G0F は、CHO 
mAb（44.58 %）および NISTmAb（44.67 
%）よりも相対比率が低くなっています。フコ
シル化グリカン（G0F、G1F、および G2F）

表 3. すべてのサンプルから同定された 22 個の N-グリカンのまとめ 

が最もアバンダンスが大きかったグリカンで、
10 種類のグリカンの 90 % 以上を占めていま
した。各 N-グリカンの相対的な割合の平均値
を、CV%（n = 4）とともに表 4 に示しました。
N-グリカンの遊離、InstantPC の標識化、ク
リーンアップなどの複数のステップの後、CV% 
はほぼすべて 10 % 未満となり、自動化され
たワークフローの高い再現性を示しました。 

InstantPC で標識された N-グリカンの 
FLD による定量分析
分析メソッドとして FLD を使用したため、定
量結果も FLD 測定に基づいて評価しました。
図 9B は、24 サンプルの FLD 結果をまとめ
たものです。図 9A と同様、相対アバンダン

スを計算し、最もアバンダンスの大きい上位 
10 個の N-グリカンについて注釈を付けまし
た。フコシル化グリカン（G0F、G1F、および 
G2F）が、10 種類のグリカンの 90 % 以上を
占めました。N-グリカンの平均相対パーセン
テージ面積を、FLD によって測定された CV%
（n = 4）とともに表 5 にリストしました。 

MS と FLD の定量結果を比較すると、各グリ
カンの相対アバンダンスは非常に類似した結
果を示し、すべてのグリカンで 5 % 未満、大半
のグリカンで 2 % 未満の差でした。 
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図 9A. MS で測定した N-グリカンの相対アバンダンス。9B.FLD で測定した N-グリカンの相対アバンダンス 

一般名
コントロール 

IgG CV% CHO mAb CV% ハーセプチン CV% NIST mAb CV% リツキシマブ CV% SiLuMAb CV%

G0-GlcNAc 0.00 % 0.00 % 0.20 % 7.60 % 1.10 % 1.19 % 0.48 % 7.47 % 0.08 % 6.84 % 0.29 % 8.14 %

G0F-GlcNAc 0.18 % 5.31 % 0.92 % 13.10 % 3.39 % 1.85 % 2.96 % 7.88 % 0.63 % 4.51 % 0.46 % 8.82 %

G0 0.83 % 6.81 % 3.07 % 10.45 % 3.86 % 3.11 % 0.14 % 6.70 % 0.93 % 4.67 % 5.80 % 8.49 %

G0F 31.35 % 6.11 % 44.58 % 7.22 % 56.92 % 2.16 % 44.67 % 5.91 % 40.85 % 3.72 % 48.75 % 6.20 %

Man5 0.25 % 8.27 % 2.68 % 9.75 % 2.75 % 3.10 % 1.02 % 8.21 % 1.13 % 3.74 % 1.28 % 9.19 %

G1 1.32 % 6.56 % 1.31 % 9.14 % 0.65 % 3.25 % 0.00 % 0.00 % 0.35 % 2.54 % 1.76 % 8.56 %

G1F[6] 28.47 % 6.15 % 27.94 % 6.06 % 20.61 % 3.17 % 31.33 % 8.92 % 33.57 % 3.85 % 26.87 % 6.76 %

G1F[3] 14.83 % 6.30 % 10.20 % 9.22 % 8.09 % 3.09 % 12.02 % 11.05 % 12.93 % 5.63 % 9.94 % 7.60 %

G2 1.31 % 9.30 % 0.35 % 9.26 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.27 % 6.77 %

G2F 21.47 % 7.54 % 8.74 % 8.27 % 2.62 % 2.95 % 7.39 % 8.03 % 9.55 % 5.96 % 4.57 % 6.07 %

表 4. MS で測定した 6 つの IgG サンプルにおける 10 個の主要な N-グリカンの平均相対 % 面積および CV% 

表 5. FLD で測定した 6 つの IgG サンプルにおける 10 個の主要な N-グリカンの平均相対 % 面積および CV% 

一般名
コントロール 

IgG CV% CHO mAb CV% ハーセプチン CV% NIST mAb CV% リツキシマブ CV% SiLuMAb CV%

G0-GlcNAc 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 1.28 % 2.66 % 0.59 % 10.92 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %

G0F-GlcNAc 0.00 % 0.00 % 1.06 % 8.21 % 3.18 % 2.43 % 2.84 % 7.18 % 0.64 % 4.12 % 0.55 % 9.22 %

G0 0.80 % 6.03 % 3.38 % 8.95 % 3.74 % 3.05 % 0.00 % 0.00 % 0.98 % 5.90 % 6.04 % 9.23 %

G0F 26.43 % 5.54 % 44.03 % 9.38 % 61.05 % 3.43 % 42.75 % 7.89 % 40.97 % 4.16 % 50.50 % 8.79 %

Man5 5.25 % 5.85 % 3.13 % 9.58 % 2.42 % 14.36 % 0.95 % 11.55 % 1.07 % 5.96 % 1.26 % 10.77 %

G1 1.11 % 6.11 % 1.15 % 9.11 % 1.03 % 5.05 % 2.58 % 11.34 % 0.85 % 8.62 % 1.69 % 8.86 %

G1F（6） 26.24 % 7.09 % 29.07 % 9.08 % 18.39 % 2.99 % 31.13 % 9.62 % 34.59 % 3.96 % 26.52 % 7.43 %

G1F（3） 18.70 % 7.66 % 8.99 % 13.25 % 6.44 % 3.06 % 10.46 % 10.26 % 11.11 % 1.89 % 8.81 % 7.10 %

G2 1.06 % 8.33 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 1.05 % 11.10 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %

G2F 20.40 % 7.67 % 9.19 % 8.44 % 2.46 % 2.96 % 7.65 % 9.75 % 9.79 % 6.59 % 4.65 % 5.35 %



結論

自動化された N-グリカンの遊離、標識
化、およびクリーンアップワークフローを、
Agilent AssayMAP Bravo および Agilent 
GlykoPrep InstantPC キットを用いて実験し
ました。1 回の実験で 24 個の抗体サンプルを
処理しました。AssayMAP を使用すると、高
スループットで再現性の高いサンプル前処理
が可能となり、精度の向上と無人による自動
稼働時間の延長が実現します。InstantPC で
標識化された N-グリカンは、MS とFLD の
両方でシグナルが増強されました。Agilent 
AdvanceBio グリカンマッピングカラムは、N-
グリカンの優れた分離を実現します。Agilent 
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF は、高感度
で正確な質量測定により N-グリカンの同定を
実現します。 

N-グリカンのデータベースを内蔵する Agilent 
MassHunter BioConfirm ソフトウェアは、
リテンションタイムと精密質量（<2 ppm）
の照合により、迅速な同定を可能にします。
BioConfirm では、バッチ分析により、N-グ
リカンの相対定量と N-グリカン成分の自動
プロットも可能です。フコシル化 N-グリカン
（G0F、G1F、および G2F）は、5 つの mAb 
の中でアバンダンスが最も大きいグリカンであ
り、合計で 90 % 以上のアバンダンスです。自
動化されたサンプル前処理法を使用すると各
グリカンの CV% は 10 % 以内であり、ワーク
フローの高い再現性が示されました。 

InstantPC で標識された N-グリカンサンプル
の FLD 定量では、MS 定量と同等の結果が
示されました。2 つのメソッドの差は、大半の
グリカンで 2 % 以内、すべてのグリカンで 5 % 
以内です。これは、グリカンが HPLC によって
ベースライン分離されている場合、MS 定量が
許容範囲内にあり、FLD を使用した定量と比
較して相対的に正確であるかどうかの指標と
なります。これは、特に 2- アミノベンズアミド
（2-AA）や 2- アミノ安息香酸（2-AB）など
の従来の標識と比較した場合に、InstantPC 
グリカン標識の強力な MS 応答によって可能
になります。

アジレントは、手動および自動のGlykoPrep 
N-グリカンサンプル調製キットに加えて、
InstantPC を搭載した次世代の AdvanceBio 
Gly-X N-グリカン調製キットを提供してい
ます。これは、脱グリコシル化モジュール、
InstantPC ラベリングモジュール、および 24-
ct または 96-ct のオプションのクリーンアップ
モジュールという 3 つのモジュールで構成さ
れます。6  Gly-X InstantPC キットは、5 分間
の PNGase F 溶液内消化と InstantPC dye 7 
による標識化を使用することにより、手作業で
のサンプル調製時間を 1 時間以下に短縮し、
さらにドライダウンなしのオンマトリックス標
識化手順 8 を使用した 2-AB バージョンも提
供します。今後の目標は、Bravo プラットフォー
ムでの Gly-X サンプル調製を自動化された N-
グリカンサンプル調製と完全に統合するため
のプロトコルを開発することです。 
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