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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、質量分析計を用いて得られたヒトの個人のプロテオームやがんのプ
ロテオームなど、変異を含むプロテオームデータの効果的な解析方法について検討した。次世代シーケンサを使
ってDNA・RNA配列から変異を検出して作成した、変異を考慮したタンパク質配列データベースを利用してプロテ
オームデータを解析することにより、これまで既存の方法では検出することができなかった、サンプル特有の変
異を含むペプチドを検出することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：In this research project, I examined effective analysis methods of proteome 
data including mutations, such as human personal proteome and cancer proteome obtained using a mass 
spectrometer. By analyzing proteome data using a protein sequence database considering mutations, 
which was created by detecting mutations from DNA / RNA sequences using a next-generation sequencer,
 it became possible to detect peptides containing sample-specific mutations which has not been 
possible to detect using conventional methods.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： プロテオーム　パーソナルゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
さまざまなゲノムの変異が病気に関係しているが、実際に生体内で作用して機能を担っているのは発現している
タンパク質である。変異を含むタンパク質を検出可能にすることは、病気に関係するバイオマーカーの発見や創
薬につながる。今後、次世代シーケンサーならびに質量分析計の測定精度がますます向上していくと予想され、
“個人”のマルチオミクス情報を組み合わせた解析は、precision medicineを実現する上で必要不可欠なものに
なると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまで質量分析計を用いたヒトプロテオーム研究は、得られた質量スペクトルをヒトタン
パク質の標準的な配列を集めたリファレンス配列データベースに対して検索して配列を決定し
ていたため、変異を含むサンプルでの精密な配列同定は困難であった。ヒトにおいては個人ご
とに DNA 配列の違いに起因するリファレンス配列とのアミノ酸配列の違いが存在し、特にがん
細胞においては正常細胞に対して多量の変異が蓄積していることが知られている。そのため、
リファレンス配列に対してではなく、リファレンス配列に対して変異や挿入・欠失、スプライ
シングバリアントなどを含んだ個別のデータベース（バリアントデータベース）に対して検索
を行う必要がある。 
 近年の次世代シーケンサ（NGS）技術の発展によって、個人や個々の細胞のゲノム配列やゲノ
ム配列から実際に転写されているトランスクリプトーム配列を容易に測定することが可能にな
った。そこで本研究課題では、NGS から得られたゲノム／トランスクリプトーム配列から質量
スペクトル検索用のバリアントデータベースを作成し、より高精度なプロテオーム同定法なら
びに定量比較法の開発を検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 現在の質量分析を用いたプロテオーム解析では UniProt 等のリファレンス配列に対して検
索を行うため、個々のサンプルに変異などがあった場合、正しく解析できない。本課題では、
バリエーションを含むサンプルから、RNA-seq のデータを利用して質量分析によるプロテオー
ムデータを効率的に解析する手法を開発する。また、性質の異なるトランスクリプトームの定
量データとプロテオームの定量データから、生物学的に意味のある比較定量を可能にするため
の方法論を構築する。さらに開発した手法を用いて、新規サンプルの解析を行う。これらを達
成することによって、今後研究の加速が予想される個人のマルチオミクス情報を活用したバイ
オマーカー探索や創薬ターゲット研究などへの進展が期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、次世代シーケンサと質量分析装置から得られるデータを組み合わせて、こ
れまで同定が困難であったバリアントを含むペプチド配列を同定・比較定量するための新規解
析手法を開発する。 
 まず、既存手法との比較を行った。公共データベースに登録されている、いくつかのヒトの
同一サンプルから取得された RNA-seq データとペプチドマスデータを収集した。 RNA-seq デ
ータから SNV やスプライシングバリアントを考慮した mRNA 配列を作成する。これを従来の遺
伝子モデルにそった形で翻訳、もしくは 6 フレームを機械的に翻訳して、バリアントを含むア
ミノ酸配列のデータベースを作成した。このバリアントデータベースと UniProt の Proteome 
データセットや Ensembl など、従来からペプチド同定に使われてきたデータセットを利用して、
ペプチドマスデータからペプチド同定を行い、結果を比較した。また、 RNA-seq のデータから
は発現している mRNA の定量が可能であり、ペプチドマスのデータからもスペクトラルカウント
法や emPAI 法などによって発現タンパク質の定量が可能であることから、両方法を用いた発現
量比較の方法について検討した。さらに、市販されている実際のサンプルから得られたデータ
を使って、本手法の有効性について確認を行った。 
 
４．研究成果 
 初年度には、次世代シーケンサより測定された RNA-seq データを利用して変異を含むデータ
ベースをサンプルごとに個別に作成し、これに対して質量スペクトルのデータベース検索を行
い、リファレンスデータベースを利用するこれまでの手法と比較した。具体的には、1) UniProt
や Ensembl、IPI などのこれまでペプチド同定に用いられてきたデータベース（リファレンスデ
ータベース）、2) 次世代シーケンサから出力されたがんゲノムの RNA-seq データをアセンブリ
して得た変異等を含むタンパク質アミノ酸配列データベース（バリアントデータベース）、それ
ぞれに対してマススペクトルの検索を行い、発現しているタンパク質の同定を行った。その結
果、リファレンス配列に対して検索を行うよりも RNA-seq データから得たデータベースに対し
て検索したほうがタンパク質の同定精度が向上することが明らかとなった。 
 RNA-seq のデータからは配列の情報が得られるのに加えてシーケンスタグの出現数から mRNA
の発現量を見積もることが可能である。また、質量分析データからもスペクトラルカウント法、
emPAI 法などを用いることで発現タンパク質の定量が可能である。そこで次年度には、RNA-seq
から得られる mRNA の発現量と、質量スペクトルから得られるタンパク質の発現量を計算し、ト
ランスクリプトーム階層・プロテオーム階層における定量値を比較する方法について検討を行
い、単純な構造を持つタンパク質については、比較定量が可能なことを確認した。一方で、
RNA-seq より得られた RNA タグが複数の mRNA にマッピングされてしまう場合があること、質量
分析でも同様にマススペクトルから同定されたペプチドが複数のタンパク質配列にマッピング
されてしまう場合があること、さらにスプライシングバリアントにより 1つの遺伝子から複数
のプロテオフォームが作られる場合があり、得られたペプチドがどのプロテオフォーム由来か
区別できない場合があるなど、容易には比較できない場合も確認できた。また、ペプチドにリ
ン酸化や糖鎖付加などの翻訳後修飾があった場合、マススペクトル上では異なるペプチドとし



て検出されるため、これを補正する必要があった。また、RNA-seq 法と質量分析法の結果の解
像度の違いも問題となった。RNA-seq 法は測定方法にもよるが、比較的全体を網羅した結果が
得られるのに対し、質量分析法では装置の解像度の問題から、多量に発現しているタンパク質
しか検出できないという問題があり、発現量の少ないタンパク質の定量については課題が残っ
た。 
 最終年度には、これまで開発してきた手法を実際のがん細胞データ（市販の肺腺がん細胞を
使用。プロテオームデータは京都大学薬学研究科にて取得、RNA-seq のデータは DBKERO
（http://kero.hgc.jp/）から取得）に応用し、解析を行った。解析結果は日本発のプロテオー
ムデータベース jPOSTdb（https://globe.jpostdb.org/）から公開する予定である。 
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