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研究成果の概要（和文）：以前開発したリン酸化ペプチドMS/MSスペクトルのシミュレーション用ソフトウェア
SimPhosphoを応用し、データ非依存的質量分析法であるSWATH測定によるリン酸化ペプチドの定量解析法を開発
した。SimPhosphoをTripleTOF質量分析計で取得したMS/MSスペクトルに対して用いた後、データフォーマットを
調整することにより、SkylineソフトウェアによるSWATH解析でリン酸化ペプチドの定量が可能であることを確認
した。さらにリン酸化部位を特異的かつ高感度に同定した上で定量解析が行えるよう、シミュレーション条件の
最適化を行った。

研究成果の概要（英文）：We have developed a mass spectrometry based phosphopeptide quantification 
method using a data-independent acquisition method SWATH, in combination with SimPhospho software a 
simulation program for MS/MS spectra of phosphopeptides. SimPhospho was applied to MS/MS spectra 
acquired using a TripleTOF mass spectrometer, and adjusting its data format enabled phosphopeptide 
quantification by SWATH analysis using Skyline software. Furthermore, simulation conditions were 
optimized for confident and sensitive localization of phosphorylation sites to be quantified.

研究分野：プロテオミクス

キーワード： 質量分析　定量プロテオミクス　タンパク質リン酸化　シミュレーション　スペクトルライブラリ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、生体タンパク質の網羅的解析（プロテオミクス）を行うことにより一度に数万ものリン酸化が観察でき、
それら膨大な報告は、PhosphoSitePlusなどのデータベースに次々と蓄積されている。本研究では、網羅的定量
解析におけるリン酸化部位の決定を高精度化したことにより、より信頼度の高いリン酸化の定量的な観察を可能
にすると期待できる。リン酸化は細胞内情報伝達の中心を担っており、様々な生体機能の制御に関わっているこ
とから、それらリン酸化の網羅的解析は今後の生命科学および医学・薬学のさらなる発展に貢献すると考えられ
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 
 生体内にはさまざまなタンパク質が存在し、細胞内外において重要な役割を担っている。タン
パク質は翻訳後修飾を受けることにより、その酵素活性、タンパク質間相互作用、細胞内局在な
ど、様々な機能が制御される（Jensen, 2006）。それらタンパク質翻訳後修飾の中でも、現在ま
でに最も詳細に研究されてきたものがリン酸化である。リン酸化酵素（kinase）により、主に基
質タンパク質のセリン、スレオニン、チロシン残基の水酸基がリン酸化され、脱リン酸化酵素
（phosphatase）とのバランスにより、そのリン酸化量は調節されている。タンパク質の網羅的
解析をプロテオミクスと呼ぶことから、それらリン酸化の網羅的解析はリン酸化プロテオミク
スと呼ばれている。解析にはまず、トリプシンなどの酵素を用いてタンパク質を 1000〜3000 Da
程度のペプチドに消化し、金属イオン固定化親和性クロマトグラフィー（IMAC）や二酸化チタ
ン（TiO2）親和性クロマトグラフィーでリン酸化ペプチドを濃縮後、ナノ流速液体クロマトグラ
フィータンデム質量分析法（nano LC-MS/MS）により測定する。得られたMS/MSスペクトル
を、タンパク質のアミノ酸配列データベースから考えられ得る理論値と照らし合わせることに
より、ペプチド及び消化前のタンパク質の同定を行う。質量分析装置や試料調製法・データ解析
法の開発が進んだ結果、現在では、一度の実験において、数千〜数万種のリン酸化の観察が可能
になっている（von Stechow et al., 2015）。 
 近年、観測される全化合物イオンの MS/MS スペクトルを取得するデータ非依存的解析法
（DIA）と呼ばれる方法が普及し始めている。DIAのひとつである SWATH測定は、Q-TOF型
質量分析計である TripleTOF を用いて行うことができる手法であり、一度に多くのタンパク質
を再現性よく定量することができると期待されている（Gillet et al., 2012）。SWATH測定では、
ペプチドのプレカーサーイオンの測定質量範囲（例えば m/z 400〜1000）を約 25 m/z ごとの 
windowに分け、各 windowに対し MS/MS測定を高速で繰り返す。取得したデータの中には、
理論的には全てのプレカーサーイオンに由来する混合MS/MSスペクトルが含まれ、それらは溶
出時間ごとに整理されている。さらに、翻訳後修飾の測定において、修飾部位特異的に生じるフ
ラグメントイオンをクロマトグラム上で観察することにより、ペプチド中の修飾部位を高精度
に同定できると期待されている（Gillet et al., 2012）。 
 SWATHデータから定量解析を行うには、あらかじめ同定したペプチドデータのライブラリを
作成し、それと比較することにより、混合MS/MSスペクトル及びそのクロマトグラムからペプ
チドを同定しなければならない。しかし、全ての修飾部位、特に存在量の少ないもの全てをあら
かじめ同定することは現実的には不可能であり、ライブラリの欠損により誤同定が引き起こさ
れる可能性が考えられる。つまり、false localization rate（FLR）が高くなる。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、2005 年より、フィンランドの Turku Centre for Biotechnology（現 Turku 
Bioscience）において、リン酸化プロテオミクスにおける種々の手法の開発・改良を行ってきた。
その中でも特に最近は、新たなデータ解析法の開発を進めている。リン酸化ペプチドを酵素的に
脱リン酸化し、そのMS/MSスペクトルを鋳型として用いることにより、コンピューター上でリ
ン酸化ペプチドをシミュレートすることに成功している（Suni et al., 2015、及び、図１参照）。
そこで本研究では、SWATH データ解析に対するリン酸化シミュレーションの応用を試みた。
SWATH用ライブラリを作成する前に、独自に開発したソフトウェア SimPhospho（Suni et al., 
2018）を用いることにより、ペプチド配列上に起こり得る全てのリン酸化パターンをシミュレ
ートする。その後、様々なデータフォーマットに対応する定量プロテオミクス用ソフトウェア
Skyline（Pino et al., 2017）を用いて、ラ
イブラリの作成及びデータ解析を行う。こ
の SimPhospho と Skyline を併用した新
規 SWATHデータ解析法（SimSkyline）
により、多くのリン酸化部位を同定・定量
できるようになるだけでなく、ライブラリ
の欠損による誤同定を防ぐことができ、
FLR の改善につながることを期待した。
しかし、現状の SimPhospho アルゴリズ
ムは一リン酸化用に限定されている。 
 現在のプロテオミクス技術では一度に
数万ものリン酸化が観察でき、それら膨大
な報告は、PhosphoSitePlusなどのデータ
ベースに次々と蓄積されている。本研究で
は、その部位特異的定量解析をより高精度
化することにより、今まで困難であった低
存在量リン酸化の変動をも観察可能にす

図１ MS/MS スペクトル上での、一リン酸化
ペプチドのシミュレーション（フラグメントイ
オンの予測） 



ることを目的とした。リン酸化は細胞内情報伝達の中心を担っており、様々な生体機能の制御に
関わっていることから、それらリン酸化の網羅的解析は、今後、生命科学及び医学・薬学のさら
なる発展に貢献すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 タンパク質リン酸化の部位特異的かつ網羅的な定量法の開発を行った。SimPhospho を応用
し、データ非依存的測定法である SWATH 測定によるリン酸化ペプチドの定量解析法を検討し
た。まずモデルデータを得るため、TripleTOF 6600を用い、合成リン酸化ペプチドの SWATH
測定を行った。また、合成リン酸化ペプチドを酵素的に脱リン酸化し、データ依存的測定法であ
る IDA 測定を行った。データベース検索ソフトウェア X!Tandem により IDA データから脱リ
ン酸化ペプチドを同定し、それに対し SimPhospho を用いてリン酸化シミュレーションを行っ
た。それらシミュレートされたデータのライブラリを定量解析ソフトウェア Skyline 上で構築
し、リン酸化ペプチドの SWATHデータを解析した。さらに、脱リン酸化ペプチドの IDA測定
データおよび同定結果に対し、SimPhospho を用いて異なる条件でリン酸化ペプチドをシミュ
レーションし、SWATH測定データの解析に用いることで、リン酸化シミュレーション条件の最
適化を試みた。 
 
４．研究成果 
 TripleTOF 6600 により合成リン酸化ペプチドの SWATH 測定及びそれらの脱リン酸化ペプ
チドの IDA測定を行い、モデルデータとした。SimPhosphoでリン酸化シミュレーション後に
データフォーマットを一部変更することにより、Skylineの特定バージョンで解析が可能である
ことが確認された。他のソフトウェアと比較検討したところ、より多くのリン酸化ペプチドを検
出することができたが、リン酸化部位の誤同定が多数含まれていた。そこで、Skylineにおける
種々の解析条件を検討したところ、SWATHデータからある程度高精度にリン酸化部位を検出す
ることができた。 
 そこで、SimPhosphoを用いて異なる条件でリン酸化ペプチドをシミュレーションし、Skyline
での SWATH 解析結果を比較した。その結果、シミュレーション条件によりリン酸化部位同定
における精度および感度が大幅に変動することが確認された。最適なシミュレーション条件を
用いることにより、SWATH 測定データから 1% FLR と高精度にリン酸化部位を検出すること
ができた。また、それまでは特定バージョンの Skylineでのみ本解析手法を用いることができた
が、データフォーマットを一部変更することにより、最新バージョンの Skylineにおいても互換
性を得ることができた。 
 今後は、シミュレーション条件がリン酸化部位同定にどのように影響し得るのかその関連性
を検討し、より最適な解析条件の確立を試みる。また、生体試料などの複雑な SWATH 測定デ
ータにおいて、高精度かつ高感度なリン酸化ペプチドの網羅的定量解析を試みていく。 
 
＜引用文献＞ 
Gillet et al., Mol. Cell. Proteomics 11, O111.016717 (2012); Jensen, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 
7, 391-403 (2006); Pino et al., Mass Spectrom. Rev. (2017) doi: 10.1002/mas.21540; Suni et al., 
J. Proteome Res. 14, 2348-2359 (2015); Suni et al., Bioinformatics 34, 2690-2692 (2018); von 
Stechow et al., Expert Rev. Proteomics 12, 469-487 (2015). 
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