
は じ め に

近年，質量分析法の発展やゲノム解析の進歩に

より，ペプチドマスフィンガープリンティング

（PMF）法やMS/MSイオンサーチ法を用いて，

タンパク質を簡単に同定できるようになった。し

かし，これらはゲノムデータベースやESTデー

タベースなどが整備された生物種に限り有効な実

験手法である。データベースを利用せずにアミノ

酸配列を決定する方法として，タンデム質量分析

装置を用いたdenovoペプチド配列解析法（denovo

peptidesequencing）がある1）。これはペプチドイ

オンの開裂によって生じた生成イオンのスペクト

ル（MS/MSスペクトル）から数学的演算により

アミノ酸配列を算出する技術である。通常，

MS/MSスペクトル中には多くのピークが観察さ

れる。例えば，10残基程度のペプチドの場合，

明瞭なピークだけでも数十本あることが多く，さ

らに多数のノイズが見られる。そのため，マニュ

アル操作で構造未知のペプチドのアミノ酸配列を

正確に決定するのはほとんど不可能であると考え

られる。最近，AUDENS,Lutefisk,NovoHMM,

PepNovo,PEAKSをはじめとする，多くの優れ

た denovoペプチド配列解析用のアルゴリズム

（プログラム）が考案された2-6）。現在では，これ

らのプログラムを利用したアミノ酸配列決定が，

比較的容易に実行できるようになりつつある。

三重大学では 2009年に 4800PlusMALDI

TOF/TOFAnalyzer（エービー・サイエックス社

製）が設置された。本機種の標準機能では

ProteinPilotソフトウェア（エービー・サイエッ

クス社製）やMascot（マトリックスサイエンス

PepNovoとPEAKSを用いた denovoペプチド配列解析

磯野 直人1＊・柳原 和典1・小林 裕子2,3・小林 一成2,3・久松 眞1

1三重大学大学院生物資源学研究科，

2三重大学生命科学研究支援センター，

3三重大学大学院地域イノベーション学研究科

DenovopeptidesequencingbyPepNovoandPEAKS

NaotoISONO1＊,KazunoriYANAGIHARA1,YuhkoKOBAYASHI2,3,

IsseiKOBAYASHI2,3andMakotoHISAMATSU1

1GraduateSchoolofBioresources,MieUniversity,Tsu,Mie514-8507,Japan

2LifeResearchCenter,MieUniversity,Tsu,Mie514-8507,Japan

3GraduateSchoolofRegionalInnovationStudies,MieUniversity,Tsu,Mie514-8507,Japan

Abstract

WepresentatechniqueofdenovopeptidesequencingfromMALDITOF/TOFtandemmassspectraby

web-basedprograms,PepNovoandPEAKS. Furthermore,weshow theresultofdenovopeptide

sequencingofkidneybeangranule-boundstarchsynthaseI(GBSSI).

KeyWords:denovopeptidesequencing,PepNovo,PEAKS,MALDITOF/TOF

tandemmassspectrometry

三重大学大学院生物資源学研究科紀要
第37号：79～ 85
平成23年2月

2010年10月4日受理

＊ Forcorrespondence（e-mail:isono@bio.mie-u.ac.jp）



社製）を用いたタンパク質の解析が可能である。

これらはデータベースや既知のアミノ酸配列情報

を利用し，既知タンパク質の同定や修飾解析を行

うことを目的とするプログラムである。構造が未

知でデータベース未登録のタンパク質のアミノ酸

配列は決定できない。そこで，本解説では4800

PlusMALDITOF/TOFAnalyzerで得られた

MS/MSスペクトルから，ウェブベースのソフト

ウェアであるPepNovoとPEAKSOnlineを用い

て，denovoペプチド配列解析する方法について

紹介する。以下では，インゲンマメのGranule-

boundstarchsynthaseI（GBSSI,EC2.4.1.242）

を試料として用いた場合の解析方法と結果を示す。

方 法

１．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS-PAGE）およびゲル内消化

既報7）にしたがって精製した組換え型 GBSSI

（5μg）を SDS-PAGEで分離した後，ゲルを

Bio-SafeCBBG-250ステイン（バイオラッド社

製）で染色し，目的のバンドを含むゲル片を切り

出した。続いて，東京都老人総合研究所産学公連

携プロテオーム共同研究センターの標準操作法に

したがって，還元アルキル化とトリプシンによる

ゲル内消化を行った8-9）。得られた消化液を遠心

エバポレーターで2μL程度まで濃縮した後，40

μLの溶媒A（2％ アセトニトリル,0.1% トリ

フルオロ酢酸）と混合した。

２．ナノLCによるペプチドの分離

ゲル内消化した試料はトラップカラムHiQsil

C18W（内径 500μm×長さ 1mm，粒子径 3

μmのC18粒子を充填，ケーワイエーテクノロ

ジーズ社製）を用いて脱塩した後，逆相カラム

HiQsilC18W（内径50μm×長さ50mm，粒

子径3μmのC18粒子を充填，ケーワイエーテ

クノロジーズ社製）を接続したDiNAダイレク

トナノHPLCシステム（ケーワイエーテクノロ

ジーズ社製）に供した。溶媒Aで10分間カラム

を洗浄した後，0-50％溶媒B（70％ アセトニト

リル,0.1％ トリフルオロ酢酸）の直線濃度勾配

（45分間），50-100％ 溶媒Bの直線濃度勾配（10

分間），100-0％ 溶媒Bの直線濃度勾配（10分間）

でペプチドを分画した。操作はすべて流速 300

nL/分で行った。カラムから溶出されたペプチド

試料をマトリックス溶液（0.4％ α-シアノ-4-ヒ

ドロキシケイ皮酸，2％ クエン酸二アンモニウム，

0.1％ トリフルオロ酢酸，70％ アセトニトリル）

と混合し，MALDIプレート（エービー・サイエッ

クス社製）に30秒/スポットの速度で合計119ス

ポットに分画した。

３．MALDITOF/TOFタンデム質量分析

マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時

間型タンデム質量分析計（MALDITOF/TOF

MS） である 4800 PlusMALDITOF/TOF

Analyzer（エービー・サイエックス社製）を用い

てペプチドの質量分析を行った。前駆イオンを検

出するために，MSReflectorPositiveモードで検

出範囲を800～4000Da，FocusMassを2400Da

に設定した。イオンカウントが1万カウント程度

になるようにレーザー強度を設定し，1スポット

あたり25箇所について50回レーザーをランダム

に照射して全てのスポット（119スポット）に含

まれる分子イオンのTOF質量スペクトルを測定

した。さらに，各スポットから検出されるスペク

トルのうち，イオン強度の高い上位10本のピー

クを前駆イオンとして，MS-MS1kVPositiveモー

ドでMS/MS自動測定を実施した。衝突誘起開裂

（CID）コントロールを・CIDOff・，レーザー強

度は前駆イオン検出時の1.2倍に設定し，1スポッ

トあたり50箇所について50回レーザーをランダ

ムに照射した。

４．データ変換

4800PlusMALDITOF/TOFAnalyzerによっ

て得られたSpotSetデータをソフトウェア4000

SeriesExplorerで開き，PeakstoMascotの機能

を用いて単一のMascot形式ファイルに変換した。

ExperimentTypeとして・Protein-PeptidebySpot

Set・を選択した。MS/MSPeakFilterでは，Min

S/N を 20， Min Areaを 1000に設定した

（MS/MSスペクトルのピークが小さい場合は，

これらの設定値を小さくする）。PeakstoMascot

によって出力されるファイルの拡張子はtxtであ

るが，PepNovoで解析する時にエラーとなるた

め，拡張子をmgfに変更した。
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５．PepNovo

PepNovoはUniversityofCalifornia,SanDiego

の CenterforComputationalMassSpectrometry

の Webサイト（http://proteomics.ucsd.edu/Live

Search/）から無料で利用できる。メインページ

のToolselectionではToolを・PepNovo・とし，

SpectrumfileでMascot形式ファイル（拡張子

mgf）を選択した。また，・UsespectrumCharge・

と・Usespectrumprecursorm/z・の両方にチェッ

クを入れた。Moreoptionsでは Pepnovosearch

typeを ・DeNovo・とし， Numberofdesired

solutionsを・1・とした（各ペプチドについて多数

の予想配列を得たい場合はこの数値を増やす）。

なお，翻訳後修飾が予想される場合はメインペー

ジのAllowedPost-TranslationalModificationsで，

考慮する修飾の種類を設定することができる。た

だし，翻訳後修飾を考慮すると解析に必要な時間

が長くなる。また，実際は未修飾のペプチドに対

して，修飾を考慮した解析を行うと，正しいアミ

ノ酸配列が得られないことが多い。

６．PEAKSOnline

PEAKSOnlineはBioinformaticsSolutionsInc.

のWebサイト

（http://www.bioinfor.com:8080/peaksonline/）か

ら無料で利用できる。ただし，はじめて使用する

前にアカウントを作成する必要があり，一つのア

カウントからの解析は1日5回に制限されている。

多数の試料について，短時間で解析する必要があ

る場合はBioinformaticsSolutionsInc.から購入で

きるスタンドアローン版の PEAKSStudioを利

用しても良い。

Searchページの Enzymeは ・SemiTrypsin・，

Functionは ・Finddenovosequences・とした。

Preprocessで ・Do preprocess・を 選 択 し ，

Instrumentは ・TOF-TOF・とした。Mergetol.,

Parenttol.,Fragmenttol.はすべて0.5Daとし，

Precursormassは ・Monoisotopic・とした。Data

fileとしてMascot形式ファイル（拡張子 mgf）

を選択した。 データベースに関する項目は

PEAKSOnlineでは無効であるため，初期設定

のままとした。なお，PepNovoと同様，翻訳後

修飾について考慮した解析をするように設定する

ことも可能である。

解析結果

インゲンマメGBSSIはデンプンのアミロース

合成に関与する酵素であり，すでにcDNAの全

塩基配列が決定され，国際塩基配列データベース

に登録されている（アクセッション番号 AB

029546）7）。 トリプシン消化した GBSSIを

MALDITOF/TOF質量分析計で分析したところ

合計86個のペプチドイオンのMS/MSスペクト

ルが得られた。このデータを用いて denovo配列

解析を行った。ただし，denovo配列解析には，

アミノ酸配列や塩基配列のデータベース情報は使

用しなかった。

PepNovoによる解析では，図1のような予想

アミノ酸配列とPepNovoスコアの一覧表が得ら

れる。PepNovoスコアが大きな値の場合，予想

配列が実際のアミノ酸配列と一致あるいは類似し

ている可能性が高い。GBSSIの分析結果では78

個のペプチドの予想配列が示された（PepNovo

スコア：-135～112）。PepNovoスコアが60以上

のペプチドは22個あり，このうち11個は予想配

列が実際の配列と連続7残基以上一致していた

（表1）。つまり，PepNovoはこれらのペプチドの

配列をかなり正しく決定できたことがわかった。

一方，スコア60以下の場合，PepNovo予想配列

の信頼性は低く，特にスコア50以下の予想配列

は実際の配列とほとんど一致しなかった（データ

は示さない）。また，PepNovoはペプチドの N

末端側もしくはC末端側の分析結果の信頼性が

低い場合，この部分の予想配列を返さずにペプチ

ド末端からの質量（N-GapおよびC-Gap）を用

いた結果を示すことがある。一例を示すと，

GBSSIのトリプシン分解物である m/z=

1750.722のペプチドイオン（前駆イオン）の予

想配列はLFVGAEVAであり，N-GapとC-Gap

がそれぞれ431.341と533.328であった。実際の

配列は GMNLIFVGAEVAPWSKであり，下線

部の配列と予想配列は完全に一致していた（後述

するように，IとLは質量が同一であり識別でき

ない）。

PEAKSでは，図2のような予想アミノ酸配列

候補とそれぞれのスコアの一覧表が得られる。一

つのペプチドについて，20種類の予想配列候補

が提示される。スコアが大きな値の場合，予想配
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列が実際のアミノ酸配列と一致あるいは類似して

いる可能性が高い。GBSSIの分析結果では80個

のペプチドの予想配列が示された（PEAKSスコ

ア：10～82）。PEAKSスコアが25以上のペプチ

ドは合計12個あり，このうち5個は予想配列が

実際の配列と連続7残基以上一致していた（デー

タは示さない）。ただし，PEAKSスコアが最低

値の10であるにもかかわらず，予想配列の一部

が実際の配列と一致するケースも多かった。例え

ば，表1ではPepNovoスコアが50以上のペプチ

ド（28個）が示されているが，PEAKSスコア10

のペプチドが17個あり，このうち7個は予想配

列が実際の配列と連続7残基以上一致していた。

また，PEAKSは PepNovoと異なり，ペプチド

の末端についても必ず予想配列を提示する。しか

し，PEAKSスコアが極めて高いケースを除き，

ペプチドの末端側の配列の信頼性は低かった（表

1）。

このように，PepNovoとPEAKSは優れた de

novoペプチド配列解析プログラムであり，部分

的ではあるが，正確にアミノ酸配列を決定するこ

とができた。ただし，denovoペプチド配列解析

では気をつけなければならない点がいくつかある。

（1）アミノ酸残基LとIは同一の質量であるた

め識別できない。そのため，PepNovoとPEAKS

の予想配列中の記号Lは「IまたはL」を意味し

ている。（2）アミノ酸残基 Kと Qの質量差は

0.036しかない。また，QはAGあるいはGAと

同一の質量である。スペクトルによってはこれら

のアミノ酸残基（配列）の判別ができないことが

ある。同様に，（3）Nと GGの識別，（4）W,

AD,DA,EG,GE,SV,VSの識別，（5）R,GV,

VGの識別も難しいので，これらのアミノ酸残基

（配列）が予想配列中にある場合は，注意する必

要がある。

タンパク質をコードする遺伝子やcDNAをク

ローニングするために，アミノ酸配列情報を基に

して，（RT-）PCRに用いるオリゴヌクレオチド

プライマー（縮重プライマー）を設計することが

ある。しかし，PepNovoあるいは PEAKSのい

ずれか一方のプログラムの結果のみを用いて効果

的なプライマーを設計するのは難しい。例えば，
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GBSSIの場合，PepNovoではスコア60以上のペ

プチド（22個）のうち，提示された予想配列が

完全に正しいペプチドは10個であった（表1）。

また，PEAKSではスコア 25以上のペプチド

（12個）のうち，予想配列が完全に正しいペプチ

ドは3個だけであった。つまり，これらのペプチ

ド予想配列を用いて作成したプライマーの多くは，

（RT-）PCRで機能しないことが予想された。そ

こで，私たちはPepNovoとPEAKSの両方のプ

ログラムで，共通して予想された配列を調べた。

その結果，連続した7残基以上の配列が共通して

いるペプチドは10個あることが明らかとなった

（表1）。この共通予想配列のうち8個については

実際のアミノ酸配列と完全に一致していた。この

ように，PepNovoと PEAKSを併用し，情報を

絞り込めば，より確実に正しいアミノ酸配列を取

得できることがわかった。これらの共通予想配列

を用いれば，（RT-）PCRに有効なプライマーを，

効率的に作成することができると推定した。

最近，私たちは本解説で紹介した手法を用いて，

微細藻類 Ochromonasdanica由来β-1,3-glucan

phosphorylase（EC 2.4.1.97）のアミノ酸配列を

決定した（データ未発表）。本酵素は Ochromonas

属以外では発見されておらず，これまで構造が不

明であり，Ochromonasdanicaや類縁生物のゲノム

配列も決定されていなかった。また，アミノ酸配

列情報から作成した縮重プライマーを用いて

RT-PCRを行い，本酵素をコードするcDNAの

クローニングにも成功した。このように denovo

ペプチド配列解析は，構造未知のタンパク質の研

究を進める際に非常に役立つ技術であり，今後さ

らに利用が進むであろう。

要 約

マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時

間型タンデム質量分析計（MALDITOF/TOF

MS）によって得られたMS/MSスペクトルを用
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図２ PEAKSの解析結果画面



いて，denovoペプチド配列決定する手法を解説

する。 ウェブベースのソフトウェアである

PepNovoと PEAKSonlineを使用した解析方法

を紹介する。また，インゲンマメGranule-bound

starchsynthaseI（GBSSI）を試料とした解析例

を示す。
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