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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノ酸配列を既知配列を用いずに質量分析データのみによって決定す
る新規手法を開発した。一般に既知配列情報を用いない同定法では、探索空間が膨大なため最適解が得にくい。
そこでアミノ酸配列の物性情報も活用することで大幅に探索空間を限定し、現実的な計算時間で計算が完了する
ようにした。このための物性情報の調査を行い、アミノ酸組成と高速液体クロマトグラフィーの保持時間の活用
を決定した。そして、ベンチマークの結果から、結果の候補配列を構成するときにペプチド配列の部分アミノ酸
配列情報をまず決めるという戦略が有効であると結論付け、これらの要素を用いた新規手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel method to determine amino acid sequences
 using only mass spectrometry data without known sequences. In general, the identification method 
that does not use known sequence information has a huge search space, making it difficult to obtain 
an optimal solution. Thus, by utilizing the physical property information of the amino acid 
sequence, the search space is greatly limited, and the calculation can be completed in a realistic 
calculation time. We investigated the physical property information of amino acid sequence and 
decided to utilize the amino acid composition and the retention time of high-performance liquid 
chromatography. Based on the benchmark results, we concluded that the strategy of first determining 
the partial amino acid sequence information of the peptide sequence when constructing the resulting 
candidate sequence is effective. We developed a novel method using these elements.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： タンパク質　質量分析　アミノ酸配列決定　アミノ酸組成分析　de novo sequencing
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、疾患研究を含む医学研究ではプロテオーム解析の重要性が高まっている。しかしプロテオーム・データの
解析ではゲノム情報に基づく既知配列しか探知できず、測定データの3割程度しか同定ができていない。癌のよ
うに変異が多い場合には既知配列が利用できないが、このような場合に用いる特殊な同定方法では、既存の代表
的なソフトウェアを用いても正解率は4割程度である。本研究では、今まで用いられてこなかった情報を補助的
に用いることで正解率を上げる手法を開発しており、今後の疾患タンパク質研究や抗体医薬などの応用研究への
進展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 質量分析はタンパク質を対象とした分析化学の強力な手段であり、近年では  ”Cancer 
Moonshot” と総称される一連の癌化機構研究など、医学研究でのプロテオーム解析の劇的増加
に伴って、プロテオームデータ解析の需要が急速に高まっている。しかし、現在の配列同定手法
は、実験的に得られたマススペクトルから抽出したピークと既知配列データベースから作成し
た理論ピークを照合してペプチド配列を推定するデータベース検索法が主流であり、既知のペ
プチド配列しか同定できない。したがって、疾患細胞研究などで重要な変異プロテオームの解析
にはゲノムの決定が必須である。また現状では、測定されたマススペクトルのうち、ペプチド同
定に至る割合は約 3 割程度であり、多くのマススペクトルはペプチドに帰属できていないとい
う問題がある（Nat Methods, 2016, Gris J. et al.）。さらに近年は、癌治療などのために抗体医
薬がホットな開発テーマとなっているが、抗体可変領域の配列情報はゲノムにコードされてい
ない。このため通常は、非常に高コストなファージディスプレイ法を用いた大規模スクリーニン
グが必要になっている。 
 このような問題を解決するには、既知配列データベースを用いず、質量分析データのみからア
ミノ酸配列を決定する「de novo sequencing（de novo決定）」を行えばよい。しかし現状の de 
novo 決定には以下のような大きな問題がある。(a) MS/MS 測定によって「対象ペプチドのいず
れかの末端を含む部分配列」が得られるが、de novo 決定にはこれら部分配列の全種類に対応す
るマスピークを取得する必要がある。しかしアミノ酸配列によってイオン化効率は一定ではな
く、すべての部分配列のマスピークは測定できない可能性が高い。またノイズピークの存在も計
算量を増加させる。(b) 計算によって最適な配列を推定するためには、可能性のあるアミノ酸配
列の全て（全長が N残基の場合 20N: アミノ酸 20種類の残基数(N)乗）を計算する必要がある。
しかしこのような検証は場合の数が指数関数的に増加するため、実行が困難である。配列の類似
性検索を行う Smith-Waterman アルゴリズムなどでは動的計画法を用いることで場合の数の
“枝刈り”を行っているが、その場合の置換行列に相当する適切な評価関数が質量分析データの
場合には存在しない。このため動的計画法を利用すると不完全な評価関数を用いることになり、
部分問題を解いている間に最適解が捨てられてしまうことが多い。de novo 決定ソフトウェア
は複数存在しているが、前述の問題 (a), (b) のうち、主に (b) 評価関数の問題のみに対応しよ
うとしているものが多い。しかしこのような MS/MS スペクトル情報（マスピークの間隔）の
みに基づいた処理の場合、代表的な商用ソフトウェアであるカナダ Bioinformatics Solutions 
社の PEAKS ソフトウェアの場合でも、予備的研究でのベンチマークでは配列既知ペプチドの
正解率は 40%程度であり、正解率を改善するような手法の開発が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アミノ酸配列を質量分析によって決定する新規 de novo 決定法を開発する。de 
novo 決定法は一般的なデータベース検索法と異なりゲノム情報が不要で、アミノ酸を一残基ず
つ確定するため精度が高いが、探索空間が膨大なため最適解が得にくい。そこで、ペプチドのマ
ススペクトルに加えて、アミノ酸組成などの物性情報も実験的に取得し併用することで大幅に
探索空間を限定し、現実的な計算時間で de novo 決定を行う手法を開発する。「計算すべき場合
の数の全数を削減する」という目標のために追加の実験系を開発し、今まで de novo 決定で用
いられていない種類の情報を取得し酵素消化ペプチドの質量分析測定と組み合わせることによ
って、動的計画法を使わずにすべての組み合わせを数え上げる。例えばアミノ酸 7 個の配列を
従来法で決定すると、検討すべき場合の数の総数は 207 = 12.8 億になるが、7 個のアミノ酸組
成が判明していれば、場合の数は最大で 7! = 5040 に過ぎない。上記の PEAKS のベンチマー
クと同時に行った予備的研究ではアミノ酸組成情報のみを追加したが、同一試料に対する正解
率は約 40%から約 80%に上昇した。このアプローチは新規であり、情報解析の内容を念頭に置
いて実験系を開発することによって、実験系と情報処理系が相互に弱点を補完し合うことを可
能にしている。 
 
 
３．研究の方法 
・ ペプチド物性情報の取得手法確立 
 ペプチド試料の物性情報で、de novo 決定に利用するのに適切なもの及びそれを取得する最
も簡便な方法について検討を行った。予備的研究において有効性を確認済みであるアミノ酸組
成情報に加えて、既存の手法で取り入れられていない情報を中心に、等電点・酵素切断部位に当
たるアミノ酸の個数・液体クロマトグラフィーの保持時間などの活用を検討した。また、MS/MS 
測定で確認できるイミニウム(インモニウム)イオンをアミノ酸組成決定に利用可能か検討した。
まず、可能なアミノ酸配列の一時的データベースを用いたデータベース検索法を利用すること
で作業を進めた。また、従来法によるアミノ酸組成情報を利用した方法についても検討を行った。 



 
・ ペプチド配列からタンパク質配列を再構成する手法の開発 
 上記のような de novo 決定が誤りを含む可能性に対応するため、複数の手法で酵素消化を実
施することで、切断部位が異なるより短いペプチド断片を生成した。それぞれについて de novo 
決定を行い、その結果から元のタンパク質配列を再構成した。また再構成では多数決原理を用い
てより信頼性の高い配列を採用するプロセスを実装した。 
 
 
４．研究成果 
1. まず、アミノ酸配列の絞り込み（枝刈り）を行うのに有効と思われる物性情報の調査を行
い、 

・ de novo sequencing を行うための先行ソフトウェアである PEAKS(商用ソフト)を用いたベ
ンチマーク実験 
・ 仮想配列のデータベースを用いた de novo 決定法のシミュレーション 
・ 複数の合成ペプチドの複数酵素による消化物の LC/MS による測定 
 
を実施した。これらの結果から、アミノ酸配列の絞り込み（枝刈り）を行うのに有効と思わ
れる物性情報として、アミノ酸組成に加え、高速液体クロマトグラフィーの保持時間を利用
できる、と結論した。 
 
2. また先行ソフトウェアである DeepRT(+)のベンチマークの結果、保持時間予測が利用可能な
充分な精度を持つと結論した。したがって物性情報としては、候補配列を構成する段階で
のアミノ酸の組成に加えて、本手法によって得られた候補配列を絞り込むという目的で予
測保持時間を利用する。 

3. 次に PEAKS を用いたベンチマークの結果から、候補配列の構成においてアミノ酸配列の
seed をまず決める、という戦略が有効であると結論した。そこでこの seed の決定用に、長
さ 3 個のアミノ酸配列（配列タグ）を MS/MS スペクトルから機械学習で同定する手法を開
発した。この段階ではトレーニングデータとして、プロテオーム統合データベース jPOST に
おいて再解析済みのデータから 3,291,902 個の MS/MS スペクトルを取り出し、そこから抽
出された 624,357 種類の配列タグ情報を用いた。 

4. さらに、ペプチド配列からタンパク質配列を再構成する手法の開発については、塩基配列
の de novo アセンブルを参考に、同定できたタグ・ペプチドを重ね合わせ接続するための
プログラムを試作した。 

5. このほか、本研究グループ外との共同開発によって、本手法実装公開用のオープンソース・
ソフトウェア・プラットフォーム（Mass++ ver.4）の開発を行い、プラットフォーム部分の
ベータ版を公開した。 

 
 上記のように方法論の骨格を為す要素技術の開発は完了したが、実際の試料に対して本方法
論を試行する段階は本基盤研究期間中には終了しなかったため、各要素技術の更なる改善を行
いつつ、今後の発展研究に展開していく。 
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