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要　　旨

　質量分析計のデータを解釈してプロテオームのデータを作り出すComputa廿onal　Proteomics

の新手法とそのためのデータベース2件，「MSPrMDB」と「ProteinCarta」について述べる．

タンパク質の既知の翻訳後修飾（FrM）情報を基に，　FrMがある場合とない場合の配列を事

前に作成してデータベースMS円rM・DBに収録し，これを検索対象にすることによって，従来

からの1γrM検索法の問題点である信頼性の低下を回避し，かつ検索速度を3倍以上に増加さ

せた（MSfTM－DB法），また，タンパク質のN／C両末端部分の配列合計8残基以上があれば，

ヒトの場合ほぼ全てのタンパク質が同定可能であることが計算機実験で明らかになり，同定に

用いるためのデータベースProteinCartaを構築した．これらのデータベースはwebからフリー

で利用できる．

キーワード　プロテオミクヌ，データベース，PrM，末端配列，　MSPrM－DB，　ProteinCarta

プロテオミクスのバイオインフォマティクス

　プロテオミクスの最大の特徴・意義は「（閾値

以上の）全タンパク質の発現量，及び翻訳後修飾

（PostTransladonal　Mod姐cation；PrM）が探知で

きること」であり，他のomics科学同様，データ

処理にバイオインフォマティクスが不可欠であ

る．但し，「プロテオミクスのバイオインフォマテ

イクス」と総称される分野には，位置づけの異なる

2種類の研究，“proteome　informatics”と“com．

putational　proteomics”が共存している．

　前者“proteome　info㎜a廿cs”は端的に言うと

「タンパク質の配列・翻訳後修飾の情報・タンパ

ク質のリストなどのプロテオーム情報を基に，分

子生物学的知見を創り出す」研究である．このよ

うな研究には，医療応用としてのバイオマーカー
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探索の他，タンパク質間相互作用のデータと組み

合わせたネットワーク解析や，他のomicsデー

タ，例えばマイクロアレイの結果と統合したシス

テム生物学的な解析などがある．このためには各

種データの統合が必要になるが，熊本大学腫瘍医

学分野のiPeach1）開発に著者が参加した経験に

基づけば，データ統合での最大の問題は「各デー

タへの重み付け」と「omicsデータごとに異な

る，遺伝子・タンパク質IDの統一（即ちタンパ

ク質版の“名寄せ”）」に関連する作業であり，後

者にはUniProtやKEGGなどの公共データベー
スの駆使が必要になる．

　もう一方の“computational　proteomics”が意

味するのは，「測定された生のデータからプロテ

オーム情報を創り出す」研究である．多くの場合，

これは「質量分析計の生データを解釈してアミノ

酸配列を推定する」処理を指しており，商用ソフ

トウェアのMascotをはじめとする「検索エンジ

ン」の開発・研究が多数行われている，本稿では，

この分野の研究のために著者らが行った工夫につ

いて述べる，

質量分析法による翻訳後修飾の

　　　探知とその間題点

　質量スペクトルの測定で「質の高いス〔クトル

が充分な回数得られた」場合には，アミノ酸配列

の推定にはdeロovo　sequencing法が利用できる．

これは塩基配列決定のSanger法と同様の考え方

で，試料タンパク質やペプチドをランダムに切断

し，アミノ酸1個違いの長さの断片を仮想的にラ

ダー状に並べることによって，質量差からアミノ

酸の配列を推定する．この推定は高精度だが，現

状では信頼性のある結果を得るためには，適切な

mass－tagを結合させるなどの化学的手法を援用

し，かつ経験者がスペクトルを目視で判断するこ

とが必要となる場合がしばしばであり，短い配列

の推定しか実用的でない．

　このため実際のプロテオーム解析では，タンパ

ク質データベースの検索が用いられる．検索エン

ジンはデータベースから配列を1個読み込むと，

ユーザーが実験で用いた酵素でタンパク質を消化

したときに生じるペプチドの配列をまずメモリ中

に作成し，それと測定スペクトルがどれくらいマ

ッチするか比較してスコアを算出する．本稿では

以下，このような検索方法を「通常検索」と呼ぶ

ことにする，

　細胞や生体に表現型変化を惹き起こすような生

物学的事象としては，タンパク質の発現状態の変

化以外に例えばprMが生じる場合が考えられる

が，この場合ペプチドの質量が変化するため，処

理が難しくなる．prM探知に特化した実験を行

わず，通常の測定データを基に計算機的にprM

を探知する場合，その手法は実質的にvariable

mod伍ca60n法のみに限定される．即ち検索エン

ジンは，メモリ中に生成したペプチドそれぞれに

ついて，prMが生じる可能性のある残基（possi－

ble　prM　site）全てに対して，　prMが生じた場合

と生じていない場合それぞれの配列バリエーショ

ンをメモリ中に生成し，これらに対してスペクト

ルとマッチするか比較する．従って元々1個しか

ないペプチドが，メモリ中では複数個に増幅され

て検索が行われるため，結果の信頼性（E－value）

には変動が生じ，有意な結果か否かの判定，ひい

ては「prMが生じていないため通常検索でも探

知できる筈の配列」の探知にまで影響が生じるこ

とがある，

専用データベースMSPTM－DBによる

　　　既知翻訳後修飾の探知

　この問題に対応するために，我々は既知1γrM

探知用のデータベースMsprM－DBを作成した，

これは，「公共データベース（UniProt）の情報に

基づいて，既知PTMが報告されている残基
（㎞own　prM　site）についてのみ，アミノ酸配列

のバリエーションを作成し，これをデータベース

として通常検索の対象にする」というものであ
る，

　当然，この手法で探知できるのは既知のprM

に限られるが，表現型変化を惹き起こすような変

化には，「既知prMの実際の修飾の有無」という
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場合も考えられる．また㎞own□M　siteはpos－

sible　PrM　siteよりも当然少ないので，配列のバ

リエーション数は相対的に少なく，探索空間が減

少するため，従来法の「信頼度の低下」という問

題を相当程度回避可能であると考えられる．

　また既知prM情報は，公共データベース中に

既に相当量が蓄積されているが，現時点ではこれ

を検索に利用する方法はまだ発表されておらず，

既存のデータベース検索エンジン（最も代表的な

商用エンジンMascotや，オープンソースのエン

ジンX！Tandem，　freewareのエンジンMaxQuant

など）も対応していない．MsprM－DBは従って，

通常検索の対象として構築した．

　Swiss－Prot　Release　2011＿04に収録された既知

リン酸化情報に基づくと，1個のタンパク質中に

存在するリン酸化部位の最大数は229個（SRRM2＿

HUMAN）だった．これに対して，　Trypsinで消化

して生成したペプチドの場合，最大数は12個だ

った．そこでSwiss－Protのタンパク質配列からト

リプシン消化配列を生成し，既知リン酸化情報に

基づいて，これら凹rMが報告されている残基に

ついてのみペプチドのバリエーションを作成し
た．

　性能検証として，HeLa細胞抽出物由来サンプ

ル（還元アルキル化し，Lys・CとTrypsinで消化

後，IMAC（immobilized　metal　af丘nity　chromato－

graphy）でリン酸化ペプチドを濃縮）に対して，

X！Tandem（ve仁2010．01．01．4）を用いたデータベ

ース検索を行った．Variable　modi血ca廿on（従来）

法でSwissProtを検索した場合と，　S柄ss－Protと

MsPTM・DBを通常検索した場合（MsPrM－DB
法）それぞれの検索結果の第1位の配列を採用し

た．図1（a）に示したのは，推定配列のE・value

が10’2以下だった場合の件数，図1（b）はアセ

チル化の場合の同様の件数である．

　リン酸化の結果で特徴的なのは，非リン酸化ペ

プチド（1γrMがないので通常検索で探知できる〉

の場合，従来法では2割近い配列が通常検索の結

果と異なっているということで，Bvalueの変化

によって誤判定が生じていることが推測される．

同様の結果はアセチル化の場合でも見られる．ま

た検索速度は，ヒト配列のみを検索対象にした場

合従来法の3倍以上，Swiss－Prot全体を対象にし

た場合は20倍以上高速化した．更に，Swiss・Prot

の文献情報などを同時に収録することで，既知

PTMの文献情報を検索と同時に表示することも
可能になった2）．

末端配列の探知によるタンパク質同定

　MS㎜一DBはデータベース検索法に対する工

夫であるが，次にde且ovo　sequencing法に関連し

た工夫について述べる．著者らは，タンパク質末

端の短い配列（末端配列タグ）を用いてタンパク質

を同定するための配列データベースProteinCarta

を構築している．収録データは，UniProt　Release

2013＿3に登録された，ヒト・マウス・ラット・シ

ョウジョウバエ・線虫・シロイヌナズナ・出芽酵

母・大腸菌の8生物種の全タンパク質配列から両

末端それぞれ50残基分で，入力したタグ配列を

末端領域内に持つタンパク質のIDやsignal　pep－

tide情報を表示する．また入力したタグで一意に

同定できなかった場合に「あと何残基のアミノ酸

を確定すれば一意に同定できるか」を計算によっ

て推定する，

　既に述べたとおり，de皿ovo　sequencing法では

短い配列タグの同定以外は困難と考えられ，また

配列タグは多数の配列中に現れるのが普通である

ため，一般に配列タグのみでタンパク質を一意に

同定するのは難しい．しかしその配列タグの「タ

ンパク質内での位置情報」が利用できる場合には

情報量が増えるため，「末端である」という位置

情報を含んでいる末端タグの場合には同定できる

可能性がある，

　この手法の礎となったのは，1998年に発表され

た「タンパク質末端配列タグのみでタンパク質を

同定できる可能性が高い」という知見である3）．

末端領域では，signal　pe坤deの除去や官能基の付

加などのprMが生じることが多く，この領域の

研究には生物学的な意義がある．また実験的に得

られた末端タグとデータベース中の末端配列を比

較することによって，新規のHM（新規のsigna1
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図2N末端タグとC末端タグの長さを変えた場合（3残基ずつ，6残基ずつ，9残基ずつ）の，一

　　意な末端タグのプロテオーム全体に対する上ヒ率．哺乳類（M㎜aHa），前口動物（日otostomia），

　　単細胞生物（UniceUular　organisms）の比率には類似した傾向がある．

peptideの除去）などが発見できる可能性もある．

その意味でもタンパク質末端は興味深い領域であ

るが，98年当時にはN末端配列のEdman分解し

か，配列同定手法が用いられていなかった．しか

し現在では，両末端ともdeηovo　sequencing法で

同定する実験手法が既に確立されている4）－6）．

　そこで著者らはまず，上記8生物種のプロテオ

ーム配列データから末端領域配列を抽出し，その

生物種の全プロテオームに対してどの程度の一意

性を持つかを調査した．「N，C両末端3残基ずつ」

の配列タグの場合，ヒト全プロテオーム中の

69．2％のタンパク質が一意な末端配列タグを持っ

ていた．マウスの場合68．5％，ラットの場合65．7

％で結果は類似していたが，ハエでは79．8％，線

虫では83．2％と高く，ナズナでは75．4％，酵母で

は92．8％，大腸菌は97．0％と，分類群（taxon）

ごとに差がある傾向が見られた7）（図2）．

　更に，ヒト全タンパク質のアノテーションを調

査し，進化的に見て末端タグが同一になってもお

かしくない配列，即ちparalogや，同一protein

familyのメンバーなど，末端タグのみで区別する

ことが原理的に困難である配列を調査したとこ

ろ，「全く違う種類のタンパク質が共通の末端タ

グを持っている例」は皆無ではないが5％以下で

あることが判明した．この値は末端タグの長さに

依存するが，N／C両末端の合計が8残基程度にな

ると，（paralogや同一protein　familyのメンバー

を除けば）ほぼ全てのタンパク質が同定可能であ

った．

　以上のことから，実験的に決定した末端タグを

用いて，専用データベースからタンパク質を同定

するこの手法は，通常のデータベース検索では同

定が難しい場合などに特に有効であると考えられ

る．

　本研究は，proteome　info㎝a廿csの基礎研究の

結果を，computa廿onal　proteomicsの手法に直接



生命システムの理解に向けてバイオインフォーマティクス 509

応用することによって可能になったもので，学際

的分野に於ける基礎研究と応用的技術開発の一体

化の一例であると考える．

　本稿で紹介したデータベースは，以下のURL

からフリーで利用可能である．

　http：／／www．first－ms3djp／engUsh／achievement／

software
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