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要約

このアプリケーションノートでは、低存在量の遊離 N 型糖鎖の検出において、データの質や使いやすさを損なうことな

く FLR および MS の感度が向上する、改変 GlycoWorks™ RapiFluor-MS™ ⼿順について紹介します。この更新された

⼿順は、検出感度の向上と N 型糖鎖の過剰標識低減の両⽅において、NHS カルバメート修飾プロカインアミド（

InstantPC™）ベースのメソッドよりも優れていることがわかりました。

アプリケーションのメリット

改変 GlycoWorks ⼿順により、使いやすさを損なうことなく、FLR 感度が 3 倍、MS 感度が 2 倍向上■

IPC を⽤いる Agilent™ AdvanceBio™ Gly-X™ N 型糖鎖調製キットと⽐較して、FLR 感度が 1.5 倍、MS 感度が 2.5 

倍向上

■

IPC を⽤いる Agilent AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖調製キットと⽐較して、N 型糖鎖の過剰標識が 1.5 〜 2 倍減少■

はじめに

N 結合型グリコシル化は、バイオ医薬品の開発中に詳細にモニターする重要品質特性（CQA）です。バイオ医薬品の N 

型糖鎖プロファイルは、クリアランス速度、エフェクター機能、免疫原性に影響する可能性があります1,2。 例えば、

⾼マンノース糖鎖は抗体医薬品の⾎清半減期を低減させることが報告されています3。 したがって、バイオ医薬品の効

率的な開発および承認には、N 型糖鎖解析⽤の迅速で頑健な分析法が必要です。さらに、これらの分析法には、⾼マン

ノース 5（Man5）などの低存在量の糖鎖の変化を検出するのに⼗分な感度が必要です。
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Waters™ GlycoWorks RapiFluor-MS（RFMS）N 型糖鎖標識キットは、⾼感度の蛍光検出および MS 検出のために、N 

型糖鎖を遊離させて標識するための迅速で簡便なメソッドになります。この⼿順では、迅速な PNGase F を使⽤して N 

型糖鎖を酵素で遊離させ、遊離 N 型糖鎖を RFMS で標識し、HILIC-SPE を⽤いてサンプルをクリーンアップします。

前処理するサンプルの数によってプロセス全体で 1 〜 2 時間かかり、幅広いサンプルに適⽤できます4‒7。

このアプリケーションノートでは、開始時のサンプル量を増やすことにより、RFMS 標識 N 型糖鎖の FLR 検出および 

MS 検出の感度がそれぞれ 3 倍および 2 倍増加しています。この⾼感度プロトコルを使⽤して前処理したサンプルの N 

型糖鎖プロファイルおよび HILIC-SPE 回収率を報告し、Agilent AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖前処理・クリーンアップ

キットと⽐較しています。最後に、遊離 N 型糖鎖の過剰標識を評価しています。GlycoWorks キットを⽤いると、

InstantPC（IPC）を⽤いる Agilent の AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖調製キットよりも、過剰標識が 1.5 〜 2 倍少ない N 

型糖鎖が得られます。

実験⽅法

GlycoWorks によるサンプル前処理

遊離 N 型糖鎖および RFMS 標識 N 型糖鎖は、GlycoWorks RapiFluor-MS N 型糖鎖エコキット（製品番号：176005289 

<https://www.waters.com/nextgen/global/shop/application-kits/176005289-glycoworks-rapi-fluor-ms-n-

glycan-eco-starter-kit---24-samples.html> ）を使⽤して調製しました。試薬およびサンプルは、アプリケーション

ノート 720005506 で発表している QC/⾃動化に適したプロトコルに従って調製しました。簡単に説明すると、10 µL 

のサンプル（40 µg の場合は 4 mg/mL、15 µg の場合は 1.5 mg/mL）を 10 µL の RapiGest™ SF 界⾯活性剤（3%）と

混合し、90 ℃ で 3 分間加熱しました。室温で 3 分間冷却した後、10 µL の希釈済み PNGase F を添加し、サンプルを 

50 ℃ で 5 分間加熱しました。サンプルを室温で 3 分間冷却し、10 µL の RFMS（82.5 µg/µL）で処理し、混合して、

室温に 5 分間置きました。サンプルは、GlycoWorks 取扱説明書（715005359 <

https://www.waters.com/waters/support.htm?lid=134956186&lcid=134956185&type=USRM> ）に従って HILIC-

SPE によってクリーンアップし、希釈せずに直接分析しました。

Gly-X によるサンプル前処理

遊離 N 型糖鎖および IPC 標識 N 型糖鎖を、Agilent の IPC を⽤いる AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖調製キット（製品番号

：GX96-IPC）を使⽤して、ユーザーマニュアル（5994-1231EN <

https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1231EN.pdf> ）に記載されている⼿順に従って調

製しました。すべての試薬をユーザーマニュアルに概説されているとおりに調製しました。簡単に説明すると、20 µL 

のサンプル（40 µg の場合は 2 mg/mL、15 µg の場合は 0.75 mg/mL）を 2 µL の Gly-X 変性剤と混合し、90 ℃ で 3 分

間加熱しました。室温で 2 分間冷却した後、2 µL の N-グルカナーゼ作業⽤溶液を添加し、サンプルを 50 ℃ で 5 分間
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加熱しました。5 µL の IPC ⾊素液を直ちに添加し、サンプルを 50 °C で 1 分間加熱しました。Agilent の AdvanceBio 

Gly-X InstantPC クリーンアップモジュール（製品番号：GX96-102）を使⽤し、ユーザーマニュアルに概説されている

⼿順に従って HILIC-SPE でサンプルをクリーンアップし、希釈せずに直接分析しました。

LC 条件

LC システム： ACQUITY™ UPLC™ H-Class（FLR）または ACQUITY 

Premier UPLC（MS）

カラム： ACQUITY Premier Glycan BEH™ Amide、130 Å、1.7 

µm、2.1 × 100 mm（製品番号：186009523）

カラム温度： 60 ℃

サンプル温度： 6 ℃

注⼊量： 1 µL

移動相 A： 50 mM ギ酸アンモニウム⽔溶液、pH 4.4（LC-MS グ

レード、製品番号：186007081）

移動相 B： アセトニトリル

グラジエントテーブル
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ACQUITY UPLC FLR 検出器設定

λex (RFMS): 265

λem (RFMS): 425

λex (IPC): 285

λem (IPC): 345

サンプリングレート： 2 Hz

Xevo G2-XS QToF 検出器設定

質量範囲： m/z 50 〜 2000

イオン化モード： ESI+

測定モード： 感度

実験の種類： MSE

サンプリングレート： 1 Hz

キャピラリー電圧： 3.00 kV

コーン電圧： 80 V

イオン源温度： 120 ℃

脱溶媒温度： 300 ℃

コーンガス流量： 50 L/時間

脱溶媒ガス流量： 800 L/時間
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コリジョンエネルギー： 6 V

⾼エネルギーランプ： 15〜40 V

結果および考察

RFMS 標識 N 型糖鎖の感度向上

出発サンプル量を増やした改変 GlycoWorks ⼿順を使⽤して、モノクローナル抗体（NISTmAb）とウシフェチュイン

の混合物から N 型糖鎖を遊離させ、標識しました。この糖タンパク質の混合物を選択して、mAb 中の存在量が多い低

分岐の中性型から、フェチュインに存在する⾼分岐の⾼シアル化型まで、広範な N 型糖鎖をカバーしました。図 1 に

、従来の GlycoWorks ⼿順（各糖タンパク質 15 µg）および改変 GlycoWorks ⼿順（各糖タンパク質 40 µg）を⽤いて

前処理した RFMS 標識 N 型糖鎖の HILIC-FLR クロマトグラムを⽰します。いずれのクロマトグラムも、NISTmAb/フ

ェチュイン混合物に予想される N 型糖鎖のプロファイルを⽰しています。HILIC-FLR クロマトグラムにおいて、改変⼿

順を使⽤して前処理したサンプルからは、従来の GlycoWorks ⼿順を使⽤して前処理したサンプルと⽐較して約 3 倍⾼

いシグナルが⾒られます。HILIC-MS クロマトグラムでも同様のシグナル増加が⾒られます（下記のシグナル対ノイズ

データ参照）。
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図 1. 従来の GlycoWorks ⼿順および改変 GlycoWorks ⼿順を使⽤して前処理し

た、NISTmAb/フェチュインの遊離標識糖鎖の HILIC-FLR クロマトグラム。改

変 GlycoWorks ⼿順では、同等の糖鎖プロファイルで、約 3 倍⾼いシグナルが

得られます。

GlycoWorks キットを使⽤して、40 µg および 15 µg のサンプルから遊離させた、⼀部の NISTmAb およびフェチュイ

ンの N 型糖鎖の FLR ピークの相対存在量を図 2 に⽰します。NISTmAb とフェチュインのいずれの場合も、出発サンプ

ル量を 15 µg から 40 µg に増やしても、N 型糖鎖の分布は変化していません。これらの結果から、広範なサンプル濃度

にわたってキットの有効性が実証され、遊離反応および標識反応に悪影響を与えることなく検出感度を⾼められること

が確認されます。相対存在量を HILIC-SPE クリーンアップの前後で⽰しており、クリーンアップのステップがサンプ

ル濃度に関係なく⾮選択的であることを⽰しています。
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図 2. 従来の GlycoWorks ⼿順（15 µg）および改変 GlycoWorks ⼿順（40 µg

）を使⽤して前処理した、サンプルクリーンアップ前後の相対 N 型糖鎖プロ

ファイルの⽐較。エラーバーは 1 標準偏差を表します（n = 4）。出発サンプ

ル量を 15 µg から 40 µg に増やしても、N 型糖鎖の分布は変化していません

。

Agilent の AdvanceBio キットとの⽐較

IPC を⽤いる Agilent の AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖前処理キットも使⽤して、2 種類の濃度（各糖タンパク質 40 µg 

および 15 µg）の同じ NISTmAb/フェチュイン混合物から N 型糖鎖を遊離させて標識し、Gly-X の結果を Glycoworks 

で得られた結果と⽐較しました。GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットは、出発サンプル量に関係なく、同等

の N 型糖鎖プロファイルを提供します（図 3 の MS クロマトグラムを参照）。
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図 3. GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使⽤して前処理した、

NISTmAb/フェチュインの遊離標識糖鎖の HILIC-MS クロマトグラム。いずれ

のクロマトグラムでも、混合物中の 40 µg の各糖タンパク質から前処理した遊

離標識 N 型糖鎖が⾒られ、同等の N 型糖鎖プロファイルが得られています。

GlycoWorks キットでは、約 2 倍強い MS シグナルが得られます。

両⽅のキットの HILIC-SPE 回収率を、サンプルクリーンアップ前後の FA2 N 型糖鎖の FLR でのピーク⾯積を⽐較する

ことで評価しました（図 4）。各糖タンパク質 15 µg ではどちらのキットでも同等の SPE 回収率ですが、各糖タンパク

質 40 µg の場合は GlycoWorks クリーンアップキットの⽅が AdvanceBio キットよりも 1.5 倍⾼い回収率を得られます

。GlycoWorks キットの SPE 回収率は、サンプル量を増やすことで向上しました。これは、総サンプル濃度を増やすと

、クリーンアップ中のサンプル損失の相対レベルが低下するためと予想されます。AdvanceBio キットの SPE 回収率は

、サンプル量を増やすと低下します。これはおそらく、SPE ⼿順のキャパシティー（推奨最⼤糖タンパク質量 40 µg）

が限られているためです。
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図 4.  混合物中の各糖タンパク質が 15 µg および 40 µg の場合の、GlycoWorks 

キットおよび AdvanceBio キットでの HILIC-SPE 回収率。エラーバーは 1 標準

偏差を表します（n = 4）。各糖タンパク質 15 µg ではどちらのキットでも同

等の SPE 回収率ですが、各糖タンパク質 40 µg の場合は GlycoWorks クリー

ンアップキットの⽅が AdvanceBio キットよりも 1.5 倍⾼い回収率を得られま

す。

遊離 N 型糖鎖解析⽤のサンプル前処理キットを選択する際は、低存在量の糖鎖の変化を確実に検出するために、シグナ

ル対ノイズ⽐（SNR）を考慮する必要があります。GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使⽤して前処理し

た、遊離標識 N 型糖鎖の FLR 検出および MS 検出の SNR を図 5 に⽰します。GlycoWorks キットでは、出発サンプル

量に関係なく、AdvanceBio キットよりも⾼感度の MS 検出が得られます。FLR 検出では、各糖タンパク質 40 µg から

開始する場合は、GlycoWorks キットの⽅が AdvanceBio キットよりも⾼感度ですが、各糖タンパク質 15 µg から開始

する場合は、GlycoWorks キットの⽅が感度が低くなります。GlycoWorks キットは SPE 回収率が⾼いため、より⾼い

サンプル量では、FLR 感度において AdvanceBio キットを上回る可能性があります。
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図 5.  GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使⽤して前処理した遊離

標識 N 型糖鎖の FLR 検出および MS 検出におけるシグナル対ノイズ⽐。エラ

ーバーは 1 標準偏差を表します（n = 4）。40 µg のサンプルから開始する場

合、GlycoWorks キットでは、AdvanceBio キットと⽐較した場合、MS 検出に

おいて 2.5 倍、FLR 検出において 1.5 倍⾼い SNR が得られます。15 µg のサ

ンプルから開始する場合、GlycoWorks キットでは、MS 検出においては 1.5 

倍⾼い SNR が得られますが、FLR 検出においては 1.5 倍低い SNR になります

。

遊離 N 型糖鎖の過剰標識

GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットでは、タンパク質中のリジン残基の修飾 N-ヒドロキシスクシンイミド

（NHS）エステルによる架橋と同様の、遊離グリコシルアミンの NHS エステルによる化学的架橋を⽤います。ただし

、タンパク質の NHS エステルによる架橋は、リジン以外の求核部位（例：N 末端、チロシン、セリン、スレオニン）

との反応性により、過剰標識になる可能性があります8。 同様に、GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使

⽤して前処理した遊離標識 N 型糖鎖は、複数の RFMS または IPC 分⼦による過剰標識について詳しく調べる必要があ

ります。遊離 N 型糖鎖が過剰標識されると、保持時間のシフトが発⽣し、低存在量の N 型糖鎖の同定および定量が不

正確になる可能性があります。

RFMS および IPC での過剰標識を、⼆重標識および⼀重標識の FA2 と A3G3S3 の N 型糖鎖の抽出イオンクロマトグラ

ム（EIC）の波形解析によって測定しました。図 6 に、GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使⽤して前処
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理したサンプルにおける、⼆重標識分⼦種と⼀重標識分⼦種の合計に対する⼆重標識分⼦種の割合を⽰します。どちら

のキットでも、A3G3S3 N 型糖鎖の⽅が FA2 N 型糖鎖よりも多くの過剰標識が⾒られ、出発サンプル量を 15 µg から 

40 µg に増やすと、過剰標識がわずかに増加します。GlycoWorks キットを使⽤して前処理したサンプルでは、

AdvanceBio キットよりも過剰標識が 1.5 〜 2 倍少ない可能性があります。これらの結果から、過剰標識により低存在

量の N 型糖鎖の同定および定量が不正確になるリスクが低減するという、GlycoWorks キットの⼤きな利点が明らかに

なっています。
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図 6.  GlycoWorks キットおよび AdvanceBio キットを使⽤して前処理したサン

プルにおける FA2 および A3G3S3 の N 型糖鎖の過剰標識。エラーバーは 1 標

準偏差を表します（n = 4）。GlycoWorks キットを使⽤して前処理したサン

プルでは、AdvanceBio キットの場合よりも過剰標識が 1.5 〜 2 倍少なくなっ

ています。

結論
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バイオ医薬品の効率的な開発および承認には、N 型糖鎖解析⽤の迅速で頑健かつ⾼感度の分析法が必要です。遊離の標

識 N 型糖鎖の相対的定量に悪影響を与えることなく、検出感度が⾼くなる改変 GlycoWorks ⼿順が確⽴されました。

この新しい⼿順では、出発サンプル量を増やすことで、FLR の SNR が 3 倍、MS の SNR が 2 倍⾼くなります。これら

の⾼いサンプル濃度では、GlycoWorks キットでは、IPC を⽤いる Agilent の AdvanceBio Gly-X N 型糖鎖前処理キッ

トと⽐較して、SPE 回収率の増加、FLR 感度の向上（1.5 倍⾼い）、MS 感度の向上（2.5 倍⾼い）が⾒られます。さら

に、GlycoWorks キットを使⽤して前処理したサンプルでは、AdvanceBio キットと⽐較して、過剰標識が 1.5 〜 2 倍

少なくなっています。
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ソリューション提供製品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS システム <https://www.waters.com/10138533>

Xevo G2-XS QTof 四重極⾶⾏時間型質量分析計 <https://www.waters.com/134798222>

UNIFI バイオ医薬品プラットホームソリューション <https://www.waters.com/10195515>

UNIFI 科学情報システム <https://www.waters.com/134801648>

ACQUITY UPLC FLR 検出器 <https://www.waters.com/514222>
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