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研究成果の概要（和文）：本研究では、既存のプロテオゲノミクス研究と逆向きの戦略である「情報／仮説駆動
型プロテオゲノミクス」によって核酸情報とプロテオーム情報を繋ぐ技術の開発を行った。大腸菌を用いた同位
体標識内部標準作製システムの作製、ならびに大規模な絶対定量を行うための超多重定量タグシステムである
QuantiCodeおよび内々標準として機能するQuantimerを開発した。さらに、DIAとPRMと呼ばれる二つの質量分析
技術をシームレスに連動させる新たな超高感度質量分析技術であるSLiM法を開発し、これれを用いたプロテオゲ
ノミクスの概念検証実験を行なった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a technology to link nucleic acid information 
and proteome information through "information/hypothesis-driven proteogenomics," a strategy that is 
opposite to existing proteogenomics research. We created an isotope-labeled internal standard 
production system using E. coli, and developed QuantiCode, an ultra-multiplex quantitative tag 
system for large-scale absolute quantification, and Quantimer, which functions as an internal 
standard. Furthermore, we developed the SLiM method, a new ultra-sensitive mass spectrometry 
technique that seamlessly links two mass spectrometry techniques called DIA and PRM, and conducted a
 proof-of-concept experiment for proteogenomics using this method.

研究分野： 機能ゲノミクス

キーワード： プロテオミクス　プロテオゲノミクス　質量分析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、任意のペプチド配列の存在を確定的に検証することが可能となり、プロテオームに存在する多
数の未確認タンパク質を同定あるいは定量が可能となった。これらの新規タンパク質の発見や機能解析は、ゲノ
ム機能の注釈やタンパク質のミスセンス変異やスプライシング異常などがタンパク質発現への影響を知る手段と
なるため、学術的な意義はとても大きい。また、真のプロテオームの把握は、基礎生物学的な意義だけでなく、
疾患研究や創薬における基盤的情報となるため、将来的に人類の健康等に貢献できると期待される。

※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 

現在、質量分析計を用いたプロテオーム解析はMS データ依存MS/MSデータ取得 (DDA: data-

dependent acquisition) と呼ばれる手法が圧倒的に主流である。DDAによる解析では、多数のペプ
チドを容易に同定できるため、プロテオームの全体を俯瞰するには極めて有効である。最近、
DDA を用いて可能な限り大量に取得した MS/MS スペクトルを核酸情報から理論的に予測され
るアミノ酸配列情報と照合し、変異を持つペプチドやスプライシング特異的なペプチドを探し
出す、いわゆるプロテオゲノミクス解析が盛んに行われている。しかしながら、DDA を用いた
解析では、プロテオームが有する複雑性に対して、質量分析計のデータ取得が追いつかないこと
から、どのようなペプチドが同定されるかは偶発的である。したがって、同定されたペプチドだ
けが議論の対象となり、検出されなかったペプチドに関しては、存在量が少なかったのか、偶然
MS/MSスペクトル取得から逃れたのか不明である。 

われわれは、定量的なプロテオーム解析を行うためには内部標準の添加が必須であるという
信念の元に技術開発を展開しており、ゲノムワイドな組換えタンパク質を用いることで、大規模
なタンパク質絶対定量を可能にするプラットフォームの構築に成功した【Matsumoto M. et al 

Nature Methods 2017】。本技術をさらに発展させれば、解析対象となったペプチドの存在の有無
を定量的に議論することができるため、今後ますます研究が盛んになると思われるプロテオゲ
ノミクスが抱える技術的課題を抜本的に解消できると考えた。 
 
２．研究の目的 

近年、質量分析計の高性能化によって細胞が発現するプロテオームの概要が把握できるよう
になった。その一方で、各遺伝子とそれがコードするタンパク質の関係性は未だ不明瞭である。
例えば、エクソンーイントロン構造を有する遺伝子では多くのスプライシングバリアントが生
じるが、各バリアントが実際どの程度タンパク質として存在するのかはほとんど不明である。ま
た、ゲノムに存在する様々な変異がプロテオームにどのような影響を与えているのかもほとん
どわかっていない。このようなゲノム情報が内包している多様性とその機能的意義を理解する
上で、核酸オミクス情報とプロテオームの照合（＝プロテオゲノミクス）は極めて重要な課題で
あり、がん研究をはじめとした幅広い医学／生物学領域で盛んに行われつつある。しかしながら、
一般的なプロテオゲノミクスでは、ランダムに取得したMS/MSスペクトルをゲノム情報から推
定されるタンパク質配列データベースに対して照合するため、偶然に任せたペプチド同定に終
始してしまう。すなわち、同定されていないペプチドに関してはその発現が低かったのか、それ
とも偶然同定できなかったのか不明であり、定量的な議論ができない状況にある。本研究は、独
自に構築した大規模絶対定量プロテオーム解析技術 iMPAQT 法を発展させ、既存のプロテオゲ
ノミクス研究戦略と正反対の「情報／仮説駆動型プロテオゲノミクス」を確立し、核酸情報とプ
ロテオーム情報の間に存在するブラックボックス解明に挑む。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 情報/仮説駆動型プロテオゲノミクス支援データベース構築  

仮説駆動でプロテオゲノミクスを実施するために、公共データベースに蓄積しているゲノム
情報やトランスクリプトーム情報を解析し整理したデータベースを構築する（＝Peptide-centric 

ProteoGenomics DataBase: PcPG-DB）。 

 

(2) ゲノム情報に基づく大規模精密定量システムの構築 

同位体標識した組換えタンパク質を内部標準として使用することで、タンパク質の絶対量を

算出することができる。われわれは、これまで組み換えタンパク質を酵素消化後に同位体標識試



薬で化学修飾する戦略をとっていたが、より効率よく任意の配列の同位体標品ペプチドを得る

ために、興味あるペプチドだけを選定し、これらを連結した人工遺伝子をデザインし、大腸菌で

同位体標識アミノ酸存在下にて発現させるシステムを構築する。 

 

① 高純度同位体標識タンパク質産生系の構築 

野生型の大腸菌株で同位体標識アミノ酸を取り込ませ組み換えタンパク質を産生すると、大腸

菌自身が生合成する非標識アミノ酸が一部含まれてしまい、内部標準として利用できない。そこ

で、リジン/アルギニン生合成に必須の酵素を欠失した変異株を作製する。 

② バーコード定量タグの開発 

多数の連結体を作製し、試料中に加えるにはそれぞれの連結体を識別するためのタグの導入が

必要である。ヒトプロテオームに存在しない人工配列をデザインし、合成ペプチドを作製し、質

量分析計にて特異性やシグナル強度等を評価し、定量タグとして使用するペプチド配列を決定

する（200 種類を目標）。これらの配列を N 末端および C 末端に付加できるようにデザインした

大腸菌発現用 Gateway distination vector を作製する(96 種類のベクターを作製予定)。 

③ 内々標準タンパク質のデザインと作製 

試料に添加した連結体に由来するタグペプチド（同位体標識）を定量するためには各タグペプチ

ドに対する内々標準品タグ（非標識）を準備し濃度既知としておく必要がある。そのため、タグ

配列自体を集約した人工タンパク質(Quantimer)をデザインし組み換えタンパク質を得る)。 

 

(3) 超高深度プロテオミクスの開発とプロテオゲノミクスの実証 

ターゲットプロテオミクスで利用される Parallel reaction monitoring (PRM) 法は極めて高感度に

特定タンパク質の検出・定量が可能であるが、事前に標的ペプチドを選定し、測定メソッドに入

力しておく必要がある。そのため、一度に分析できるペプチドの本数は制限がある。一方、data 

independent acquisition (DIA)法は論理的には数万のペプチドを一度の分析で検出可能であるが、

PRM と比較すると感度は低い。 

そこで、DIA 法で内在性ペプチドが未検出のものだけを PRM で解析する新規の手法、Sequentially 

Linked Mass-spectrometry (SLiM)を考案した。SLiM では、DIA データ解析と PRM 測定メソッド

作成を連動させる必要がある。独自ソフトウェア iMPAQT-Quant に DIA データ解析モード実装

し、SLiM が実施可能なツールを開発する。 

ヒトがん細胞を対象に DIA や PRM を用いた情報/仮説駆動型プロテオゲノミクスを実施する。

いくつかの細胞に関しては各種分画法などを併用することでより高深度なデータの取得を行う。

得られたデータは様々を用いて、プロテオームにおける特徴抽出やゲノム情報との統合などを

行う。 
 
 
４．研究成果 

(1) 情報/仮説駆動型プロテオゲノミクス支援データベース構築  

ヒト完全超 cDNAライブラリーをもとに作製した組み換えタンパク質リソースを用いてDDAあ

るいは DIA 法による MS/MS データ取得を実施し、Peptide-centric ProteoGenomics DataBase: PcPG-

DB に格納した。本データベースは、RefSeq 等の isoform 情報を含むタンパク質配列情報を用い

て、各ペプチドを isoform 特異性に基づきアノテーションする機能を実装した (図１)。 

 
 
 
 
 
 図 1 ¦ PcPG-DB での検索結果の一例 



(2) ゲノム情報に基づく大規模精密定量システムの構築 

① 人工タンパク質産生系の構築 

タンパク質発現に適した大腸菌株である

BL21(DE3)に P1 トランスダクション法を用

いて、リジンならびにアルギニン合成酵素の

２重欠失を導入した（図 2A）。本株および野

生型株を用いて、組み換えタンパク質を同位

体標識リジンおよびアルギニン存在下で産生

し、質量分析計による同位体標識率の比較を

行なった（図 2B）。 

 
 

② 定量タグ(QuantiTag)の選出とベクターシステムの構築 

既存の質量分析計で高感度に検出されるペプチド配列を種配列として１アミノ酸置換や挿入

などを繰り返し、300 種類のペプチド配列を発生させた。これらをヒトプロテオーム情報と照ら

し合わせることで、ヒトに存在しない配列を選定した（図３A）。これらの配列を化学合成し、

LC-MS による測定を行い、プリカーサーイオンの m/z、フラグメントイオンの m/z、リテンショ

ンタイムの情報で互いに区別できるものを選出した。得られたタグペプチド情報を DNA 配列情

報に変換し、これを大腸菌用タンパク質発現ベクターである pET21b に Gateway カセットと共に 

挿入した。最終的に 100 種類のベクターを作成し、QuantiCode システムと名付けた（図３A）。 

 
 
 
③ 内々標準タンパク質のデザインと作製 
さらに、これらの QuantiTag のみで構成される人工タンパク質”Quantimer”をデザインした。合

計約 200 種類のタグを QuantimerA~E の５つの組み換えタンパク質に集約した。 

図 2｜リジン・アルギニン合成経路欠失

株における同位体標識タンパク質作製 

A. 作製した変異株のリジンおよびアルギ

ニン要求性の確認。 

B. 質量分析計による同位体標識効率の確

認と、電気泳動によるタンパク質精製度の

確認。 

図 3｜QuantiCode システムの構築 

A: 合成ペプチドを用いたペプチド選択、B: QuantiCode ベクター 



通常培地中で産生させた各Quantimerは

SDS-PAGE 後 PEPPI 法(Takemori A. et al. 

J. Proteome Res. 2020)にて目的分子量バ

ンドを抽出・精製した（図 4A）。 

次に、試料（HeLa 細胞抽出液）に連結

体タンパク質と濃度既知のQuantimerを

添加し、アセトン沈殿後、酵素消化を行

い、MRM 法にてタグペプチドの定量を

行なった(図 4B および C)。添加した全

ての連結体の、N 末端と C 末端タグの

定量が可能であった。 

 

３）超高深度プロテオミクスの開発とプロテオゲノミクスの実証 

SLiM 法を実施できるソフトウェア

を開発し（図５A）、これを用いて検証

実験を行なった。HeLa 細胞に 8３０

種類のペプチドを連結体として添加

し、DIA 解析を行った。添加した内部

標準ペプチド（heavy 体）はほぼ全て

検出できたが、内在性ペプチドに由来

するシグナルは 380 ペプチド程度し

か検出できなかった。これらのペプチ

ド配列を PRM メソッドとしてエキス

ポートして、PRM 測定を実施したと

ころ、総計 630 種類程度のペプチド検

出することができた（図５B）。  こ

のように SIiM 法では、DIA の感度不

足を補うことができ、かつ煩わしい

PRM 測定メソッドを DIA 解析デー

タから自動生成させることが可能であり、任意のペプチド配列を超高感度にその存在量の有無

を確認できる手法を確立し、仮説・情報駆動型のプロテオゲノミクスが実施可能であることを示

すことができた。 
 
 
 
 

図４｜ QuantiCode/Quantimer を用いたタンパク質絶対定量系 
A: 精製した Quantimer, B: QuantiTag による連結体の定量値の測定、C: ワンステップ絶対定量
システムの概要 

図 5 ¦ SliM 法を用いた超高感度プロテオゲノミクス 
A: SLiM 法の概要、B: SLiM 法による情報・仮説駆動型
プロテオゲノミクスの実施例 
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