
ユーザーガイド

 

概要

Agilent AdvanceBio アミド HILIC カラムは、N-グリカンおよびその他の極性化合物の HILIC 分離用
に設計されています。全多孔質 1.8 µm シリカ粒子と独自の結合相により、優れた長期安定性と再現
性を実現すると同時に、複雑な N-グリカン混合物を最適に分離します。

Agilent AdvanceBio アミド HILIC 1.8 µm  
カラム

N-グリカンおよびその他の極性化合物分析用 HILIC カラム
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はじめに

アジレントのすべてのカラムには、カラム固有の QC テストクロマトグラム
およびバッチ固有のグリカン分離を含む、カラムパフォーマンスレポート
が付属しています。 

アジレントの QC テストシステムは、あなたのラボで使用されているシス
テムと多少異なる場合があります。アジレントのシステムはデッドボリュー
ムを最小限に抑えるように改良されており、これによりアジレントはカラ
ム効率を評価し、製品の一貫性を保証することができます。

また、最適化された LC システムを使用して、QC パフォーマンスレポート
のクロマトグラムと同様の結果を生成することができます。

重要な安全上の注意点

 – LC システムでは、すべての接続部で漏れが生じるおそれがあります。
このため、移動相の潜在的な毒性や可燃性に常に注意する必要があ
ります。

 – これらのカラムは機械的に安定しており、多くの LC 機器をラボで安
全に操作するための推奨最大動作圧力でテストされています。

 – AdvanceBio アミド HILIC 充填剤は微粒子のため、エンドフィッティ
ングを外すと吸い込むおそれがあります。安全上のリスクがあり、カ
ラム性能を低下させるため、カラムのエンドフィッティングを外さない
でください。

その他のヒント

 – フローの方向はカラム上に記載されています。

 – HILIC 分離には少量の注入が最適です。注入量が 1 µL を超えると、
グラジエントの開始条件に合わせてサンプル溶媒の配合を調整しな
い限り、ピーク形状と分離能が損なわれます。

カラムの使用方法

カラムの取付方法
短い 3/8 インチのレンチを使用して、カラムを機器に取り付けます。こう
することにより、カラムを損傷させる可能性のあるエンドフィッティングの
締め過ぎを防止できます。 

ヒント：Agilent InfinityLab クイックコネクト LC フィッティング（部品番
号 5067-5966）を使用すると、カラムを LC 機器に即座に接続できます。

カラムのコンディショニング
Agilent AdvanceBio アミド HILIC カラムは、糖タンパク質と糖ペプチド
から切断された N-結合型グリカンを分離するように設計されています。
HILIC メカニズムが有効に機能するには、カラムを使用する前に十分に
平衡化する必要があります。

注意：蛍光検出器（FLD）フローセルを過圧状態にしないでください。
アジレントでは、カラムのコンディショニング時は FLD に送液ラインを接
続せずに、廃液ラインの使用を推奨しています。 

また、次の手順でカラムをコンディショニングすることも推奨しています。

 – 移動相 A：50 mM ギ酸アンモニウム、pH 4.4

 – 移動相 B：アセトニトリル

 – 流量：0.5 mL/min

 – カラム温度：60 ℃

1. 80 % A で 15 分間コンディショニングします。

2. 初期グラジエント条件で 10 分間平衡化します。

最大の MS 信号を得るためのオプションのコンディショニング
 – 移動相 A：5 mM ギ酸アンモニウム、pH 4.4

 – 移動相 B：アセトニトリル

 – 流量：0.9 mL/min

 – カラム温度：80 ℃

1. 90 % A で 70 分間コンディショニングします。

2. 初期グラジエント条件で 10 分間平衡化します。

3. LC フローをすべて廃棄します。 

注：オプションのコンディショニングが必要な場合は、標準のコンディショ
ニングと平衡化の前に実施してください。 

使用手順

使用パラメータ：pH、温度、圧力
 – 最大動作圧力は 1200 bar/120 MPa です。 

 – 最大動作圧力の 80 % 以下で使用すると、より長寿命でカラムを使う
ことができます。一般的な使用温度は 60 ℃です。最高 80 ℃でも使
用できますが、カラム寿命が短くなります。 

 – 動作 pH 範囲は、2～ 7 です。 

注：カラムを pH 7 および 60 ℃を超えた状態で使用すると、寿命が短く
なります。AdvanceBio アミド HILIC カラムは、HILIC アミド結合相を備
えたシリカベースのカラムです。シリカは、pH > 6 の水性移動相で劣化
が早まり、劣化の程度は温度が上昇すると促進されます。
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出荷時の溶媒と適合性

 – AdvanceBio アミド HILIC カラムは、カラム内液がアセトニトリルと
なっており、すぐに HILIC 分離に使用できる状態で出荷されます。
HILIC カラムは、逆相カラムよりも平衡化に時間がかかります。また、
最も汎用的なグリカン分析用の緩衝液とアセトニトリルに対応してい
ます。 

 – グリカン分析用の一般的な移動相は、アセトニトリルとギ酸アンモニ
ウム緩衝液であり、pH 4.4 です。この移動相は、蛍光または MS 検
出で使用できます。

推奨する開始条件

 – 移動相 A：50 mM ギ酸アンモニウム、ギ酸を用いて pH 4.4 に調整

 – 移動相 B：アセトニトリル

 – カラム温度：60 ℃

 – 流量：0.5 mL/min

注：1 µL の水性サンプルの注入を使用した例を示しています。それ以上
の量を注入する場合は、サンプルの前処理に関するユーザーマニュアル
を参照してください。 

表 1. 非常に複雑であるか、または 
シアル化されたグリカンサンプルに 
推奨されるグラジエント条件

時間 %B 流量（mL/min）

0 76 0.5

45 46 0.5

46 40 0.5

48 40 0.5

49 76 0.5

60 76 0.5

図 1. 60 分間のグラジエントによる、Agilent AdvanceBio InstantPC ヒト IgG N-グリカンライブラリ（部品番号 GKPC-005）の 
サンプルクロマトグラム
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表 2. 単純な中性グリカンサンプルで
推奨するグラジエント条件

時間 %B 流量（mL/min）

0 76 0.5

17 62 0.5

18 40 0.5

20 40 0.5

21 76 0.5

30 76 0.5

図 2. 30 分間のグラジエントによる、Agilent-NISTmAb から放出された AdvanceBio InstantPC ラベル化 N-グリカンの 
サンプルクロマトグラム
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カラムのメンテナンスとクリーニング

次に示すような適切なクリーニングを行い、カラム寿命を延ばします。

 – 分離メソッドの最後には、60 % 移動相 A（「推奨する開始条件」を参
照）を用いたフラッシングステップを行い、その後再平衡化を行う必
要があります。 

 – （カラム背圧が異常に高いために）溶媒フローが制限されているよう
に見える場合、カラム注入口までのフローに詰まりがないことを確認
してください。 

 – カラムの前で詰まりが生じている場合は、配管またはフィルタの詰まっ
ている部品を交換します。 

 – カラムが詰まっている場合は、カラムを交換してください。 

 – バックフラッシュ（逆洗浄）はしないでください。 

 – カラム注入口フリットの詰まりを防止するために、サンプル分析前に
粒子を除去します。除去できない場合は、インラインフィルタを使用し
てカラムを保護し、寿命を延長します。サンプルは必ず、カラムに注
入する前にろ過してください。

推奨するカラムの保管方法

短期間であれば、カラムは移動相において安全に保管することができま
す。長期保管する際の溶媒としては、純粋なアセトニトリルを推奨します。
高濃度の緩衝液は、アセトニトリルと混合すると沈殿する場合があるた
め、アセトニトリルでカラムをフラッシュする前に、最初に総緩衝液濃度
が 10 mM 未満のアセトニトリル/緩衝液の混合液を使用して、カラムを
フラッシュすることが必要になる場合があります。カラムの保管の前に、
充填剤の乾燥を避けるため、エンドフィッティングにカラム栓（出荷時に
付属）で密栓します。 

製品情報
製品 部品番号

AdvanceBio アミド HILIC、2.1 × 150 mm、1.8 µm 859750-913

AdvanceBio アミド HILIC、2.1 × 100 mm、1.8 µm 858750-913

AdvanceBio ギ酸アンモニウム移動相濃縮液 
（1 L の 50 mM ギ酸アンモニウムを pH 4.4 にして精製）

G3912-00000

AdvanceBio InstantPC ヒト IgG N-グリカンライブラリ GKPC-005

Agilent-NISTmAb、25 µL（10 mg/mL、総量 0.25 mg） 5191-5744

Agilent-NISTmAb、4 × 25 µL（10 mg/mL、総量 1 mg、各 0.25 mg） 5191-5745

ホームページ
www.agilent.com/chem/jp

カストマコンタクトセンタ
0120-477-111 
email_japan@agilent.com

本製品は一般的な実験用途での使用を想定しており、
医薬品医療機器等法に基づく登録を行っておりません。
本文書に記載の情報、説明、製品仕様等は予告なしに
変更されることがあります。 
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