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研究成果の概要（和文）：本研究は、溶出時間の高精度な補正技術によるペプチド情報のデータベース化とシグナルと
ノイズの効率的な分離によって高深度定量プロテオミクス技術を開発することを目的とする。溶出時間補正およびシグ
ナル・ノイズ分離のアルゴリズムを開発し、ヒト肝臓ミクロソームのトリプシン消化産物を用いて検証した。その結果
、既存法と比較して開発法は精度よく偽陽性を除去し、濃度のタンパク質由来ペプチドを同定し比較できることが明ら
かとなった。また、異なる2施設間での補正精度を解析した結果、補正精度が低下するが、解析可能であることが明ら
かとなった。解析技術を用いて臨床検体を解析しネットワーク解析やバイオマーカー探索に応用した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present project is to develop deep quantitative proteomics 
with peptide database by high-accurate retention time normalization and separation of signal to noise. 
The developed method for retention time normalization and false discovery rate was validated with 
trypsin-digested human liver microsomes. The developed method was able to eliminate false positives more 
efficiently and compare lager number of peptide than the standard method. The ability of retention time 
normalization was evaluated between two institutes, the accuracy of normalization was reduces, however 
the normalized retention time is possible to be applied to quantitative analysis by changing analysis 
settings. The developed method was applied to quantitative proteomic analyses for network analysis and 
biomarker discovery.

研究分野：プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
サンプル間のタンパク質発現量を網羅的に
比較する定量プロテオミクスは生命科学、特
にバイオマーカー研究、に必要不可欠な技術
である。定量プロテオミクスの最大の課題は
「比較タンパク数を増加させ低発現タンパ
ク質の網羅的比較を可能にする」ことである。
これまでの定量プロテオミクスの多くがシ
ョットガンプロテオミクスを技術基盤とし
ているため、上記の課題克服には、液体クロ
マトグラフィ(LC)と質量分析装置(MS)のハ
ード面からの改良が主に行われている。しか
し、ハードの改良は技術難易度を格段に上げ、
さらに多くの投資を必要とする。 
 近年、サンプル中のMS/MS情報をすべて
取得する新しいデータ取得法(MS/MS ALL)
が複数報告された。この新しい取得法で得ら
れたデータを各ペプチドの情報（質量情報、
溶出時間）を用いてピークを同定することに
よって、ショットガンより高感度に、さらに
再現性よく発現量を比較することが可能で
ある。しかし、現在の技術では各ペプチドの
情報を同じ試料の連続した計測で測定され
たショットガン解析から取得している。従っ
て、比較サイズは感度の低いショットガン解
析によって制限され、新しいデータ取得法の
ポテンシャルを活用できていない。このボト
ルネックを解消する手段として、各ペプチド
の情報を様々なサンプルから取得し、データ
ベース化することで解決することを着想し
た 
 
２．研究の目的 
本研究は、溶出時間の高精度な規格化と復元
に技術によるペプチド情報のデータベース
化とシグナルとノイズの効率的な分離によ
って、従来法と比較して比較規模と感度の上
昇を実現する新しい超深度定量プロテオミ
クス技術を開発することを目的とする。定量
プロテオミクスの比較規模拡大は重要な課
題であるが、これまでは主にハード面での改
良によって実現されてきた。本研究では、新
しいアイディアを導入することによって性
能の向上をソフトウェアによって実現する。
本技術の実現によって技術難易度を上げる
ことなくバイオマーカー探索をより深く実
施することが可能となる。 
 
３．研究の方法 
タンパク質試料は可溶化し、還元、アルキル
化後、リジルエンドペプチダーゼ及びトリプ
シンによって消化した。消化産物を固相抽出
によって脱塩し、ペプチド試料とした。ペプ
チド試料は nanoLC (C18カラム、75um ID x 
250 mm, 300 nL/min)によって分離し、
ESI-Q-TOF (TripleTOF5600, SCIEX)によって
データを取得した。ペプチド同定は
ProteinPilot (SCIEX)を用いた。また、MS/MS 
ALLのデータを用いた、ピーク同定、ピーク
面 積 計 算 は PeakView SWATH microapp 

(SCIEX)によって行った。独自アルゴリズム
による計算及びデータベース構築は Excel, 
Access, SQL server (Microsoft) 及び Origin 
(Origin lab)を用いた。 
 
４．研究成果 
本研究は、溶出時間の高精度な規格化と復
元の技術によるペプチド情報のデータベー
ス化とシグナルとノイズの効率的な分離に
よって高感度・高深度定量プロテオミクス
技術を開発することを目的とする。 
偽陽性の除去には False Discovery 

Rate(FDR)が汎用される。そこで巨大ペプ
チドデータベースを用いた解析に最適化さ
れた FDR 計算法の開発を行った。溶出時
間およびシグナル・ノイズ分離の FDRアル
ゴリズムを検証するために、ヒト肝臓ミク
ロソームのトリプシン消化産物に 200種類
のペプチド混合液の濃度を変えて添加し、
同一のサンプルをMS/MS ALL法及びショ
ットガン法によって解析した。得られた解
析データをすでに構築した初期技術によっ
て検証した結果、データベースを用いた方
法は従来のショットガンと比較してより低
濃度までペプチドを同定できることが明ら
かとなった。FDRについては、市販ソフト
ウェアによる FDR と比較して開発法によ
る FDR が濃度既知のペプチドのシグナ
ル・ノイズ分離を正確に行えることを確認
した。また、同一ヒト肝臓ミクロソームを
2 ヶ月の間をおいて解析したデータを既存
の方法と開発方法で比較解析した結果、開
発方法では比較ペプチド数が 1.7 倍に増加
しただけでなく、2 倍以内の誤差のペプチ
ドが 90%から 93%に増加した（図１）。 

 

 

図１．同一検体を定量解析した際の開発法と既
存法の比較 
 
さらに、市販ヒト血清を試料として非分
画及び等電点による１２分画のサンプルを
MS/MS ALL 法及びショットガン法によっ
て解析した。非分画血清のショットガン解
析と比較してMS/MS ALL法とデータベー
スを用いた手法ではペプチド数で 1.4 倍、
タンパク質数で 1.8 倍同定数が増加した。
さらに、MS/MS ALL 法とデータベースを
用いた手法で同定されたペプチド及びタン



パク質のそれぞれ 89%、72%は非分画もし
くは分画試料のショットガン解析で同定さ
れていた。 
 開発技術を用い、異なる 2施設において
同一のデータベースを用いて解析を行った
（図２）。その結果、同一施設では 95%の
ペプチドについて誤差が0.66分以内であっ
た。一方、データベース構築と異なる施設
のデータの場合は、95%のペプチドについ
て誤差が 2.7 分以内であった。この結果か
ら、データベース構築とデータ解析は同一
施設で実施した方が精度の高い形跡が行え
ることが明らかとなった。しかし、異なる
施設であってもピーク同定の溶出時間幅を
広げることによってデータベースを利用で
可能である。 
 

 

図２．同一施設間（青）と異なる施設間（赤）の補
正誤差の比較 
 
 溶出時間補正はこれまでに複数の方法が
報告されている。本研究では内部標準ペプチ
ドを添加しない補正基準ペプチドについて
開発方法（オーバーラップシフト法）と共通
ペプチド法(CiRT法)、また補正方法について
開発方法と線形補間及び線形最小二乗法を
比較解析した。開発方法と他３法について
100 解析のデータからデータベースを構築し
比較した結果、開発方法であるオーバーラッ
プシフト法が最も誤差の少ない溶出時間補
正が可能であることが明らかとなった。 
 100 解析のショットガンデータをデータベ
ース化することによって UniProt データベー
スに登録されている 68,288分子の内、21,673
分子（31.7%）のタンパク質を解析できるペ
プチドのデータを蓄積した。さらに、公開さ
れているペプチドデータベース (SWATH 
atlas)のデータを同様に溶出時間補正できる
ように変換し、融合することによって 31,751
分子(46.5%)のタンパク質を解析できるペプ
チドのデータベースを構築できた。ただし、
公開データベースを利用した場合、上記の異
なる施設間での補正に相当し、溶出時間の補
正誤差は 2分以上に大きくなったため定量精
度は低下する（図３）。 
 

 

図３．公開データベース SWATHatlas（左）及び
in-house データベース（右）を用いた時の補正
誤差 
 
これらの構築データベースを用いて統合
失調症患者の前頭葉プロテオームの解析、
脳腫瘍患者の髄液プロテオームの解析、が
ん患者血液のプロテオーム解析を実施し、
ネットワーク解析やバイオマーカー探索に
応用した。 
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