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研究成果の概要（和文）： 
発現しているアミノ酸の部分配列を質量分析プロテオームデータから直接同定する方法（de 
novo 法）に、新たにペプチドごとの物理化学的特性の情報を取り入れた探索を組み合わせるこ
とで、網羅的に選択的スプライシング部位を検出する新規な方法を考案することを目指した。
しかし、実データによる検証では、あまり良い結果が得られなかったため、原因のひとつと考
えられる質量分析データの精度を改善することを検討した。その結果、測定後に計算によって
データを較正する方法を新たに開発し、分裂酵母のプロテオームデータで有効性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study aimed to establish a method of accurately and comprehensively detecting the 
splice donor and acceptor sites of alternative splicing. The method is based on a de novo 
sequencing method, which directly identifies partial amino acid sequences of expressed 
proteins from the mass spectrometry-based proteome data. In addition, predicting the ease 
of peptide detection in proteomics using theoretical physicochemical properties of peptides 
is newly incorporated into the method in order to improve the accuracy of the splice site 
detection. Although the proposed method was evaluated with proteomics experimental 
data, it produced poor results. However, this led to the study of improving the mass 
accuracy of the mass spectrometry-based proteome data. A computational a posteriori 
calibration method was newly proposed, and based on the proteome data of fission yeast it 
was confirmed that the developed method increased mass accuracy. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、ソフトイオン化質量分析技術と情報技
術の一分野であるデータベース検索技術と
を組み合わせることで、特定の細胞や組織で
発現している数千種類ものタンパク質を網
羅的に同定することが可能となった。一般的
なプロテオーム解析では、測定されたペプチ
ド断片の質量の組み合わせをもとに、データ
ベースにあらかじめ格納されている遺伝子
群のアミノ酸配列に対して確率統計的な計
算を行い、発現タンパク質を同定する。この
とき、遺伝子のアミノ酸配列はあらかじめ一
意に決定されている。この方法では、遺伝子
注釈に誤りが含まれている場合は同定精度
が下がるという欠点を持ち、また、注釈され
ていない遺伝子を同定することもできない。
そのため，最近では、ゲノムの DNA 配列上
に存在する可能な全ての読み枠（Open 
Reading Frame）を抽出してアミノ酸配列に
翻訳し、そのデータに対して検索を行うとい
う試みがなされている（Mann M., Pandey A. 
Trends Biochem Sci. 2001, 26, 54-61.）。し
かし、この方法だけでは、選択的スプライシ
ング検出の核となるスプライス部位の正確
な予測・検出はできない。 

質量分析を用いたプロテオミクスのデー
タからスプライス部位の予測を行うことが
理論的に可能かどうかを試みた先行研究と
しては、Chen らの研究（Chen T. Proc. of the 
Fifth Annual International Conference on 
Computational Biology; ACM., 2001, 
87-94.）や Colinge らの研究（Colinge J., 
Cusin I., et al. J Proteome Res. 2005, 4, 
167-174.）がある。両者の研究はともに、既
存の“発現ペプチド同定検索法”と“スプラ
イス部位予測法（マルコフモデルに代表され
る）”とをタンデムにつなげたものである。
この方法では、アミノ酸配列をその物理化学
的な性質は無視して単なる文字列として扱
い、すでに明らかになっているスプライス部
位配列の特徴を学習してスプライス部位を
予測する。そのため、結果は学習データに大
きく依存してしまい、出現頻度の低い特徴は
正しく検出できないという欠点がある。 

また、そもそもプロテオミクスのデータの
精度が発現ペプチドの同定精度に大きな影
響を及ぼすということも無視できない。タン
パク質の質量分析を行う方法や機器には多
種類のものが存在するが、特にハイスループ
ットなプロテオーム解析にふさわしいとい
われているものに、低速の液体クロマトグラ
フィーを質量分析の前段に加えたエレクト
ロスプレーイオン化・飛行時間型タンデム質
量分析（LC/ESI-TOF MS/MS）がある。
LC/ESI-TOF MS/MS では、通常、タンパク
試料を測定する前に Glu1-Fibrinopeptide B

などの外部標準物質を用いてキャリブレー
ションを行うが、ハイスループットなプロテ
オーム測定には、それだけでは不十分である。
なぜなら飛行時間型の質量分析器では、測定
中の微妙な温度変化が飛行チューブ長に影
響し測定誤差を生むことが知られており、ハ
イスループットなプロテオミクスでは測定
が何十時間も連続して行われるのでその影
響が無視できないほど大きくなるからであ
る。 
 
２．研究の目的 
選択的スプライシングとは、一つの遺伝子か
ら性質の異なる複数のタンパク質（アイソフ
ォーム）を生成する合理的かつ効率的な遺伝
子発現調節機構であり、高等生物ではこの選
択的スプライシングが高頻度で起きている。
発生の段階に応じて、また細胞組織の環境の
違いに応じて、状況に適したアイソフォーム
を発現させることで高等生物は多様な生命
活動を実現している。生体が正常に機能して
いくためには、選択的スプライシングが適切
に行われる必要があり、その異常は時として
疾患を引き起こす。このように選択的スプラ
イシングは生体の機能維持に大変重要であ
ることから、その網羅的解析は益々重要視さ
れている。 
しかしながら、現在のプロテオミクスで一

般的に用いられる検索アルゴリズムでは、発
現遺伝子の同定は出来ても、選択的スプライ
シングの正確な把握までは不可能である。な
ぜなら、現行の検索アルゴリズムは、データ
ベース中の“静的”遺伝子配列のみを検索す
る目的で構築されており、選択的スプライシ
ングが起きている“動的”遺伝子配列を検索
しようとするとスプライス部位の可能な組
み合わせを全てデータベースに格納してか
ら検索しなければならず、計算量が膨大にな
り解析が困難となるからである。 
そこで本研究では、選択的スプライシング

部位の精度の良い予測・検出が可能な新規ア
ルゴリズムを考案することを目的とする。ま
た、そのためには、質量分析プロテオームデ
ータの精度が高いことが必須であるため、測
定後に計算で誤差を較正する新たな方法を
開発することも目的とする。 
 
３．研究の方法 
まず、ペプチドごとの物理化学的特性値を利
用した質量分析での検出されやすさの指標
情報と、de novo シーケンス法による発現部
分ペプチド鎖探索とを組み合わせることで、
スプライス部位にまたがるペプチドを正確
に検出する仕組みの理論構築を試みる。続い
て、様々なデータで提案手法の有効性を検証
する。最終的には、これまで明らかになって



いない選択的スプライシングの発見をねら
う。全体の研究計画としては、(1) スプライ
ス部位にまたがるペプチド同定の理論構築、
(2) 人工的なテストデータでの有効性の検
証、(3) 実験データでの有効性の検証、(4) 
魚類の発生プロテオームデータを質量分析
で取得、(5) (4)で起こっている選択的スプ
ライシングの発見・検証、(6) 研究のとりま
とめ、と段階を踏んで進める。 

なお、質量分析によるタンパク質の同定で
は、質量分析機器自体の性質も研究に大きな
影響を及ぼす。本研究では、連続してハイス
ループットな測定を行うことができるため
プロテオームデータの測定に適しているエ
レクトロスプレーイオン化・飛行時間型タン
デム質量分析（LC/ESI-TOF MS/MS）で取
得したデータを解析対象とする。この装置で
取得したデータの精度を高めるため、測定後
の デ ー タ 較 正 法 を 新 た に 提 案 し 、
LC/ESI-TOF MS/MS で取得した実データを
用いて検証する。 
 
４．研究成果 
まず、スプライス部位にまたがるペプチド同
定の理論構築の研究を行った。発現ペプチド
の検索に de novo シーケンス法を用いると、
データベース中のデータに依存せずに発現
タンパク質の断片的なアミノ酸の部分配列
情報を直接明らかすることができる。そこで、
(1)発現ペプチドの事前探索としてゲノム
DNA 配列に対して一般的なデータベース検
索を行う、(2)発現が認められたペプチドが
複数個存在するゲノム上のエリアを抽出す
る、(3)そのエリアに対して、ペプチドとし
ての検出されやすさの情報と de novo で実際
に検出されたアミノ酸の部分配列情報をも
とにスプライス部位予測を行い、スプライス
部位にまたがるペプチドを検出する、という
フレームワークを構築した。なお、(3)の“ペ
プチドとしての検出されやすさの情報”は、次
のように求めた。まず、ペプチドの C-N 結合
エネルギーや、親水性など、ペプチドの物理
化学的特性をなるべく数多く抽出しておき、
それらを帰納学習で統合してペプチドのイ
オン強度を説明するモデルをつくっておく。
そして、イオン強度予測を行った結果を“検出
されやすさ”とした。 

次に、実証のための実データを用意した。
まず、線虫（Caenorhabditis elegans）のゲ
ノム DNA 配列データを NCBI からダウンロ
ードし、小規模な人工的な質量分析データを
作成した。次に、選択的スプライシングがほ
とんど起こらないといわれている（つまり、
必ず決まったスプライス部位でのみスプラ
イシングが起きていることになり、テストデ
ータとして評価しやすい利点がある）分裂酵
母（Schizosaccharomyces pombe）の質量分

析プロテオームデータを用意した。これら 2
種類のデータに対して、スプライス部位予測
の提案手法の検証を行った。 

分裂酵母 S. pombe でスプライス部位予測
を行った事例を図１に示す。図１は、S. 
pombe の DNA（2 本鎖）の 2726000～
2728400 付近を示している。１つの鎖に付き
３つの読み枠（Reading Frame）があるので、
合計６つの読み枠がある。それぞれの読み枠
でストップコドンの箇所には短い黒線が引
いてあるので、その線と線の間が ORF（Open 
Reading Frame ） と な る 。 図 １ は
SPAC6F6.03 という ID がついている遺伝子
のスプライス部位を予測した例であるが、赤
い部分がプロテオームの実験データから同
定されたペプチドを表し、空色の部分が予測
された遺伝子を表す。遺伝子部分が途中で読
み枠を飛び越え、あたかも分断されているよ
うに見えるのが、スプライス箇所である。 

 
ombe のスプライス部位予測例 図１．S.p

 
 
これは、予測がうまくいった例であるが、

全体からみるとスプライス部位の一部しか
予測できず、良い結果とはいえなかった。 

以上のことから、スプライス部位予測に必
要な情報がまだ不足している可能性が示唆
された。しかし、質量分析データの精度が十
分でない場合もこのような結果を引き起こ
しうる。 
そこで、次に、質量分析データの精度改善

のために、測定前のキャリブレーションに加
え、測定後のデータ較正方法を検討した。デ
ータ精度は、質量分析機器自体の性質に強く
依存するので、本研究では、エレクトロスプ
レーイオン化・飛行時間型タンデム質量分析
（LC/ESI-TOF MS/MS）に限定して検討し
た。LC/ESI-TOF MS/MS は、連続してハイ
スループットな測定を行うことができるた
めプロテオームデータの測定に適している。
LC/ESI-TOF MS/MS では MS 測定モードと



MS/MS 測定モードが交互に切替わって実行
されることに着目し、第一段階として
MS/MS イオンを内部の較正物質として利用
して飛行チューブ長の変動に起因する質量
誤差を較正し、第二段階として、不感時間損
失（Dead time loss）に起因する質量誤差を
較正するという方法を新たに提案した。分裂
酵母 S. pombe の質量分析プロテオームデー
タを用いて検証したところ、提案手法の有効
性が実証された。 
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図３の白四角はデータ較正をする前、黒三角
は第一段階の較正後、黒丸は第二段階の較正
後、それぞれのデータでタンパク質同定を行
った結果を示している。100ppm の質量誤差を
許したとき、データ較正を全くしていないと
62%程度の真陽性タンパク質しか同定できな
い。一方、第二段階までの較正を行った場合
は、45ppm で 100%の真陽性タンパク質を同定
でき、20ppm でも 95%を同定できる。このこ
とから、提案するデータ較正法は、真陽性タ
ンパク質の検出感度を増大させることが示
された。 

 図２は、(A)データ較正を行う前、(B)第一
段階の較正後、(C)第二段階の較正後、のそ
れぞれの段階での、同定されたペプチドの質
量誤差の頻度分布を示している。第一段階の
較正を行うことで、質量誤差のバラツキは明
らかに改善されたが、誤差平均は大きくマイ
ナス側に偏っている。そして、その偏りは、
第二段階の較正により正された。 

 
 
 
  
 

 
図２．同定されたペプチドの質量誤差の頻度
分布 
 
 

図３は、ペプチド同定の際の質量誤差範囲
によって、真陽性（true positive）タンパ
ク質の同定率（検出感度）がどう変化するか
を示している。なお、真陽性タンパク質の検
出感度は、次式で表す。 
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図３．タンパク質同定の検出感度 
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