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ナノ液体クロマトグラフィー－質量分析を用いるプロテオーム解析手法は，タンパク質の種類・量を網羅的に解析する
有効な手法であるが，特定の細胞のタンパク質を 1回の分析で網羅的に同定・定量することは試料の複雑さ故に困難であ
った．我々はこの問題を解決する基盤技術開発に取り組んできた．特に，カラム圧が低いモノリスカラムに注目し，メー
トル長カラムと緩勾配グラジエント溶出を用いることにより高分離・高感度化を実現し，さらに同重体標識法を組み合わ
せることで定量確度を向上させる RiMS（removal of interference mixture spectra）法を開発した．この手法を多能性幹細
胞解析に応用したところ，細胞種類特異的なタンパク質の定量確度を向上させることが明らかとなった．本稿では，今ま
での定量的プロテオーム解析を実現させるための方法を俯瞰しつつ，RiMS法について紹介する．

1　序　論

近年の質量分析（MS）を用いたプロテオーム解析で

は，質量分析機器の進化に伴い次世代シーケンサーに匹

敵するレベルでタンパク質の包括的な同定が可能になっ

ている 1）～ 3）．しかし，タンパク質の正確な定量は未だに

改善すべき課題である．EmPAI4），スペクトルカウンティ

ング 5），APEX6），iBAQ7）などのMS1レベルの情報をもと

にしたラベルフリー定量法は使いやすいが 8），測定条件

のわずかな変化に敏感であるため精度が低くなってしま

う 9）．そこで定量精度を向上させるために，SILAC（stable 

isotope labeling by amino acids in cell culture）10），ジメチル

ラベル 11）などの安定同位体標識試薬や，iTRAQ（Isobaric 

Tag for Relative and Absolute Quantitation）12），TMT（Tandem 

Mass Tag）13）などの同重体標識法が開発されてきた．こ

れらの方法では，異なる標識体を事前に反応させた試料

を組み合わせてMS測定を行う．SILACやジメチルラベ

ルでは，MS1スキャンにおける質量が異なる標識体付加

ペプチドの相対的なイオン量を比較する．このMS1定量

は有効ではあるものの 14），同時定量は 1測定あたり最大 3

つのラベル体に限られる．また，MS1スキャン上のスペ

クトル複雑性が高いため定量確度が低下する傾向がある．

一方，iTRAQや TMTではMS2スキャンにおけるペプチ

ドのレポーターイオン強度を利用するため，iTRAQでは

最大 8種類，TMTでは最大 16種類のラベル体を同時に

比較定量可能である 15）,16）．この方法では同時測定する試

料数が多いため総測定時間を短縮できる．しかし，“ratio 

compression”として知られる，定量比率が時に圧縮され

て定量確度が低下する問題が知られている 14）,17）,18）．この

問題は，MS2スキャンのターゲットとなる 1種類のペプ

チドを分離した際に，共溶出された別の種類のペプチドイ

オンが干渉することで起こる．このペプチド干渉による定

量確度低下に対して，多くの解決策が提案されてきた．試

料調製法に関しては，MS分析前に試料を広範囲に分画す

ることで，ペプチド試料の複雑性が減少し定量確度はわず

かに向上する 19）～ 21）．MS測定条件に関しては，プロトン

移動イオン反応（PTR）22）の使用や，ペプチド溶出ピー

クトップでのフラグメンテーション 23）を行うことで，定

量確度が改善することが示されている．さらに，トリプ

ルステージMS（MS3）法 21）,24）を用いて，MS2スペクト

ル内でさらにイオンを分離してフラグメンテーションを

行うことでペプチド干渉を取り除くことができる．近年，

Field Asymmetric Ion Mobility Spectrometry（FAIMS）25）

や Trapped Ion Mobility Spectrometry（TIMS）26）といった

イオンモビリティーによる分離をMSの前段部で用いるこ

とで，定量確度がMS3法よりも改善するという結果が報

告されている 27）．しかし，これらのMS測定条件の改善は，

追加のイオン分離モードや，特別な質量分析機器を必要と

する．
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られたMS2スペクトルの約 55％がペプチド干渉を受けて

いたことが分かった（Fig. 1C；E. coli）．大腸菌ペプチド

試料にヒトペプチド試料を加えると，その割合は 62％に

増加した（Fig. 1C；E. coli+H）．ペプチド干渉を受けてい

るMS2スペクトルが 60％を超えるという結果は既報とも

一致しており，分析手法や計算手法が異なるものの，約

80％のMS2スペクトルはペプチド干渉を受けうることが

小形らにより報告されている 27）．そこで，すべてのプレカー

サーイオンの溶出時間の重なりを計算に用い，ペプチド干

渉を受けていると評価したMS2スペクトルを除去して定

量解析することで，定量に用いるMS2スペクトルは減る

が，その一方で定量性を向上できるのではないかと考えた．

この手法を removal of interference mixture spectra（RiMS）

法と名付け，定量確度がどの程度向上するかを検証した．

2-2　RiMS法を用いることで定量確度が向上する

RiMS法による定量確度を検証するため，同定されたす

べての MS2スペクトルを用いた定量結果（All Spec）と

RiMS法を用いてペプチド干渉を受けているMS2スペク

トルを除去した定量結果を比較した．Fig. 1Aで示した試

料を用いて測定された 6種類の大腸菌タンパク質の実測比

率（Obsmed）の平均値を算出し（Fig. 2A），理論比率（Theomed，

Fig. 2A；赤線）に対する実測比率の差の合計を以下の式に

よる最小二乗法で求めた．
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その結果，大腸菌試料のみを用いた場合に定量値にはあ

まり差はないが，大腸菌とヒトペプチド試料を混合した際

に RiMS法を用いることで，All Specの場合よりも定量値

が予想比率に優位に近づくことが分かった（Fig. 2B；黒

と白）．また，ペプチド干渉が観測されたMS2スペクトル

と比較しても RiMS法を用いた場合の値は有意に低かった

（Fig. 2B；灰色）．これらの結果から，RiMS法は干渉ペプ

チドを含むMS2スペクトルを効果的に除去し，より優れ

た定量確度を実現していると考えられる．

2-3　MS1スペクトル純度法と RiMS法の比較

次に，RiMS法の有効性を評価するために，MS1スペ

クトル純度法を用いて算出したスペクトル純度 50，70，

もう一つの解決策は，バイオインフォマティクスの手

法を取り入れることによってペプチド干渉を推定するこ

とである．例えば，タンパク質キャリブレーション混合

物と試料を組み合わせることで定量比率を調整する方

法 20），TMT試料の測定で生じる別のフラグメントイオン

クラスターを定量時に利用する 28），MS1スキャンにおけ

るスペクトル純度を定量時に利用する（スペクトル純度

法）21）,29）,30）などが挙げられる．これらの戦略はペプチド

干渉の問題には有効であるが，定量できるタンパク質数が

大幅に減少するという問題や，MS1スペクトル純度はペ

プチド干渉レベルを過小評価することがあるという問題が

ある．

このような背景の元，我々は液体クロマトグラフィーで

のカラム分離能を改善し 31）～ 34），その条件下で同重体標

識法を用いて，すべてのプレカーサーイオンの溶出時間の

重なりを計算に用いることで定量性を向上させる手法であ

る RiMS（removal of interference mixture spectra）法を開

発した 35）．ここでは，RiMS法とその応用解析に焦点を当

てて概説する．実験・解析条件の詳細は原著論文 35）を参

照してほしい．また，ここで紹介した全ての質量分析デー

タは，大腸菌およびヒトプロテオーム解析：JPST000492

（PXD011913），iPSCおよび HDFのプロテオーム解析：

JPST000500（PXD012368），iPSC および HDF のリン酸

化プロテオーム解析：JPST000501（PXD012367）として

jPOSTrepo36）（https://repository.jpostdb.org/）経由で公開さ

れている．

2　同重体標識体を用いたタンパク質定量法の改善に向けて

2-1　MS2スペクトルの 50％以上はペプチド干渉を受け

ている

ペプチド干渉の有無によるタンパク質の定量性評価を

行うためには，生物種の異なる試料ペアを用いた解析が

行われる 21）．ここでは，大腸菌試料をタンパク質の定量

比算出用に，ヒト試料をペプチド干渉用試料に用いた．大

腸菌由来のペプチド試料に 4種類の異なる同重体標識体

である iTRAQ試薬（レポーターイオン m/z：114，115，

116，117）を反応させ，以下の比率で混合した（114 : 

115 : 116 : 117 = 10 : 1 : 5 : 2）．ヒト由来のペプチド試料

は 2種類の異なる同重体標識体（レポーターイオン m/z：

114，115）を反応させて 1：1で混合し，大腸菌由来ペプ

チド混合試料に混合した（Fig. 1A）．この標識ペプチド混

合試料を長さ 400 cmの C18モノリスカラム（総グラジエ

ント時間，1,080分）で分析した．さらにペプチド干渉の

程度を示すために，同定されたペプチドの溶出時間範囲が

他のMS2スペクトル取得時間と重なるペプチドイオンの

数を算出した（干渉ペプチドイオン数；Fig. 1B）．その結

果，大腸菌ペプチド試料解析では，ペプチド同定に用い
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フラグメントイオンなどの他のイオンと重なっている場

合，スペクトル純度法では推定値が低くなることが挙げら

れる 20）．もう 1つの理由は，MS1のシグナル強度が低い

場合，スペクトル純度が低くなる傾向があることが挙げら

れる 38）．そこで，検出されたプレカーサーイオンと同定

されたペプチドイオン，およびスペクトル純度法と RiMS

法で定量に用いられたペプチドの m/zとシグナル強度を評

価した（Fig. 3A, B）．検出された全プレカーサーイオンと

同定されたペプチドの m/z分布の中央値はそれぞれ 600と

700付近であり，低 m/zではイオンの複雑性が高いことを

示している．一方，スペクトル純度法で分類したイオン

については同定されたペプチドと同様の分布となったが，

RiMS法を用いると m/z分布の中央値は 800付近にシフト

した．この変化は，RiMS法がスペクトル純度法に比べて

ノイズの多いイオンを効果的に除去していることを示して

90％の場合と，RiMS法を用いた場合の定量結果を比較し

た．スペクトル純度（purity）は，アイソレーションウィ

ンドウ内のプリカーサーペプチドの存在量を同じウィンド

ウ内の全イオンの存在量で割った値と定義した 21）,29）,30）,37）．

スペクトル純度が 100％に近いMS1スペクトルは干渉が

小さく，スペクトル純度が 0％に近いものは干渉が大き

い．大腸菌とヒトペプチド試料を混合したMS解析におい

て，Fig. 2と同様に最小二乗法による定量確度比較を行っ

た（Fig. 3C）．以前の報告では，スペクトル純度が 70％以

上であれば発現量の異なるタンパク質を確度よく定量でき

ることが示されていたが 29），純度 70％以上のMS1スペク

トルよりも RiMS法を用いた方が定量確度は優位に高かっ

た（Fig. 3C）．この定量確度向上には，2つの理由が考え

られる．1つ目の理由は，プリカーサーイオンが，アイソ

レーションウィンドウ内で単電荷の非ペプチド様イオンや
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Fig. 1 Interference modeling and workflow of the interference removal method

(A) Four-plex isobaric tags for relative and absolute quantification (iTRAQ) was used for E. coli cell lysates, and two-plex iTRAQ 
was used for human cell lysates. Briefly, E. coli cell lysate analysis was used as the no interference model, and mixed E. coli 
and human cell lysate analysis was used as an interference model to evaluate quantification accuracy. Numbers above the bars 
indicated the injected protein amount (μg) in this study. (B) The workflow for assigning interference mixture MS/MS spectra. 
XIC: extracted ion chromatogram. (C) The distribution of the interference ion numbers in the identified MS/MS spectra are 
shown for the E. coli cell lysate analysis (E. coli, no interference) and E. coli and human cell lysate analysis (E. coli+H, with 
interference). Interference ion numbers of zero, one, two, more than three are shown in black, light gray, medium gray, dark 
gray, respectively. Error bars indicate standard deviations. Reprinted with permission from Ref. 35. Copyright 2019. American 
Chemical Society.
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RiMS法を適用した．hiPSCsと HDFsのペプチド試料を

iTRAQラベル化し（hiPSCs: 114, HDFs: 117），メートル長

モノリスカラムによる緩勾配グラジエント分析を行った．

その結果，66,400種類のペプチドと 6,799種類のタンパク

質を同定し，42,042種類のペプチドと 6,048種類のタンパ

ク質を RiMS法で定量した（定量されたペプチドは 37％，

タンパク質は 11％減少）（Fig. 4A）．同定されたペプチド

のMS2スペクトルの約 57％は，大腸菌とヒト試料の混合

測定と同様に，ペプチド干渉が観測された（Fig. 4B）．また，

細胞のリン酸化プロテオーム解析も行った．合計で 6,658

種類のリン酸化ペプチドと 1,970種類のリン酸化タンパク

質が同定され，3,293種類のリン酸化ペプチドと 1,386種

類のリン酸化タンパク質が RiMS法によって定量された

（定量されたペプチドとタンパク質はそれぞれ 51％と 30％

減少）（Fig. 4C）．リン酸化ペプチド濃縮試料では，全プロ

いると考えられる．さらに，同定されたペプチドのシグ

ナル強度を評価したところ（Fig. 3B），RiMS法は All Spec

やスペクトル純度法を用いた場合と比較して，中央値が低

いシグナル強度側にシフトすることが明らかになった．こ

のシフトは，RiMS法がシグナル強度の低いペプチド（104）

を定量に用いる一方で，強度の高いペプチド（105）を除

去する傾向があることを示している．シグナル強度の低

いペプチドを定量に用いることのできる RiMS法の特性は，

細胞内で典型的に量が少ないものの重要な機能を持つ転写

因子などのタンパク質の分析に有効であると考えられる．

2-4　RiMS法による細胞種特異的発現タンパク質の定量

確度向上

最後にヒト多能性幹細胞（hiPSCs）とヒト線維芽細胞

（HDFs）を試料として用いた定量的プロテオーム解析に
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Fig. 2 Observed ratios for All Spectra and RiMS

(A) Six observed ratios are shown using all Spectra and RiMS for analysis of E. coli, E. coli+H, and E. coli+H 1/3 (simple 1D 
SDS-PAGE gel fractionation using human protein sample into three samples). Expected ratios were 10 (114/115), 2 (114/116), 
5 (114/117), 5 (116/115), 2.5 (116/117), and 2 (117/115) (solid red lines). For the calculations, reporter ions were present in all 
four channels (signal intensity≥ 200). For E. coli+H analysis, we observed better quantification accuracy by RiMS for the ratios 
114/115, 116/115, and 117/115. Error bars indicate standard deviations. (*p < 0.05, **p < 0.01, two sample paired t-test). (B) 
Least-squares values were calculated from the six ratios for the E. coli cell lysate analysis (E. coli) and E. coli and human cell 
lysate analysis (E. coli+H) using MS/MS spectra with All Spectra, RiMS, and nonzero interference ion numbers. For E. coli+H 
analysis, we observed significantly lower values for RiMS compared with All Spectra and nonzero interference ion numbers. 
Error bars indicate standard deviations. (*p < 0.05; two-sample paired t-test).
Reprinted with permission from Ref. 35. Copyright 2019. American Chemical Society.
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し，FN1，VIM，CD13，CD44などの HDF特異的タンパ

ク質や OCT3/4，LIN41などの iPSC特異的なタンパク質は，

RiMS法を使用した場合に比が向上した（Fig. 4D）．これ

らの結果から，RiMS法は，ヒトの全プロテオームサンプ

ルの解析において，定量されたタンパク質の数がわずかに

減少（11％）するものの，比率の圧縮を軽減し，細胞種類

特異的なタンパク質の定量確度を向上させることが示さ

れた．

3　結　論

同重体標識法の干渉問題を克服し，タンパク質の定量を

確度よく行うために，スペクトル純度の計算など，多くの

バイオインフォマティクスによる定量法が開発されてきた

が，ペプチド干渉を正しく推定できない点や，定量される

タンパク質の数が劇的に減少する点がこれまで問題であっ

た．また，スペクトル純度の計算と組み合わせて定量比を

補正する新しいアルゴリズムも報告されているが 30），大

部分のタンパク質は条件ごとに大きく変化しないという仮

定があり，異なる細胞種類の解析には応用できない．本稿

テオームで観測されたペプチド干渉割合（57％）とほぼ同

じ干渉割合（54％）が観測された（Fig. 4B）．近年，同重

体標識法を用いたリン酸化ペプチド解析でもペプチド干渉

が報告されているが 39）,40），今回の解析で，リン酸化プロ

テオームは全体のプロテオームの一部分にも関わらず，そ

の複雑性が予想以上に高いことがわかった．一方で，リン

酸化プロテオーム解析に RiMS法を用いると，同定された

ペプチド数が全プロテオーム解析よりも顕著に減少したた

め，RiMS法をリン酸化プロテオーム解析結果に用いるた

めには更なる改良が必要であることが分かった．

hiPSCsと HDFsはそれぞれ特有の細胞特性を持ってお

り，それらは主にタンパク質の発現によって定義されて

いる．例えば，hiPSCsの多能性を表す OCT3/4，LIN28A，

LIN41，DNMT3A/B，NANOGや，HDFsの間葉的性質を

表す FN1，VIM，CD13，CD44，CD59などの発現である．

All Specと RiMS法を用いて，これらのタンパク質を定量

した結果，GAPDHや VINCULINのようなユビキタスに

発現しているタンパク質については，2つの方法で定量化

された比率（iPSC/HDF）に違いは見られなかった．しか
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Fig. 3 Quantification results of All Spectra, spectral purity and RiMS

(A) m/z distributions of MS/MS spectra for detected precursor ions for MS/MS, identified peptides, and selected ions using 
spectral purity or RiMS. Error bars indicate standard deviations. (B) Intensity distributions of identified peptides using All 
Spec, spectral purities and RiMS. Error bars indicate standard deviations. (C) Least squares values were calculated from the six 
ratios for the E. coli and human cell lysate analysis using MS/MS spectra with All Spectra, spectral purities and RiMS. For the 
calculations, reporter ions were present in all four channels (signal intensity ≧ 200). (*p < 0.05, two sample paired t-test).
Reprinted with permission from Ref. 35. Copyright 2019. American Chemical Society.
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同重体標識法は今後も定量的プロテオーム解析で主に使わ

れる手法であり続けるだろう．
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Current proteome analysis method is an effective method to comprehensively analyze the proteins, but it is still 
difficult to identify and quantify the proteins of a specific cell in a single analysis due to the complexity of the pro-
teome samples. We have been working on the development of basic technologies to solve this problem and improve 
the identification and quantification efficiency. We have focused on the use of monolithic columns to improve sepa-
ration efficiency and have developed the RiMS (removal of interference mixture spectra) method, which improves 
the accuracy of isobaric labelling quantification. We applied this method to the analysis of pluripotent stem cells, 
resulting improved quantification accuracy of cell type-specific proteins. In this paper, we will introduce the RiMS 
method with an overview of the methods used for quantitative proteome analysis.

Keywords: mass spectrometry; quantification; interference problem; isobaric tag.


