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1. 背景 
質量分析（MS）とは分子をイオン化し, その 質量電荷比
（m/z）を検出してイオンの質量を測定するものである。
近年、質量分析器の精度向上やデータ解析技術の進歩によ

り、タンパク質の網羅的な解析（プロテオーム解析）が大

きく発展を遂げてきたが、今もなお発展段階にある。プロ

テオーム解析データから、新たなバイオマーカーや創薬標

的の発見などが期待されている[1]。MS で広く用いられる
液体クロマトグラフィー－タンデム質量分析法

(LC/MS/MS)より得られた MS/MS スペクトルからタンパク
質同定を行うフローは次の図１の通りである。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 MS/MS によるタンパク質同定のフロー 
1. タンパク質試料を消化酵素によりペプチドに切断

後、LCにより分離する 
2. LC に連結した質量分析器で得られた MS スペクト

ルよりプリカーサーイオン（ペプチド）を選択 
3. 衝突誘起解離(CID)によりイオンを解離させ、フラ

グメントイオンを検出する 
4. 計測したMS/MSスペクトル 情報からペプチド配列

の同定を行う 
5. アミノ酸配列データベース（DB）と照合し、同定

したペプチド配列群がどのタンパク質の配列に割

り当てられるかによりタンパク質を推定する。 
 

特に、生体組織や体液試料を用いたプロテオーム解析で

は、得られるマススペクトルは数十万にも及ぶ。質量分析

において、大量のマススペクトルからペプチド配列をより

高精度に同定することは試料に含まれるタンパク質を網羅

的に解析するための重要課題である。これら全てのマスス

ペクトルを専門家が手作業で一つ一つ精査していくことは

現実的ではない。現在、タンパク質同定の問題点として、

膨大なマススペクトルの内、決して少なくない数のマスス

ペクトルがペプチド配列を同定する際にスペクトルに十分

なピークがないなどの理由で破棄されてしまっていること

が挙げられる。そこで本研究では、Ionsearch[2]などの既存

の手法の MS/MS のピークとアミノ酸配列 DB の仮想的な理論

値と比較によりペプチドの同定を行う手法に対して、本研究で

は MS/MS スペクトルが混合正規分布による確率モデルから生

成されたと仮定し、そのモデルを変分ベイズにより推定する。こ

のモデルを利用しデータベースのアミノ酸配列の m/z の理論値

に対してスコアリングすることでペプチドを同定する手法を提案

する。 

2. 提案手法 
2.1 実験データと検索データベース 

本研究で使用したデータはマウスの心臓組織を解析した

もので、通常マウスと心不全マウスを比較し、どのような

タンパク質に変動があるかを調べる目的のものである。 
 また、そのタンパク質を検索するデータベースとしては
Swiss-Prot[3]と呼ばれるタンパク質のアミノ酸配列知識ベ
ースを利用し、理論上得られるマススペクトルのピークの

m/z のテーブルを作成し、マススペクトルからペプチドの
配列を同定する際に利用する。CID によって切断され、マ
ススペクトルにピークとして検出されるペプチドのフラグ

メントイオンのテーブルは次の図 2の通りである。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２ アミノ酸配列(IHFGATGK)の 
フラグメントイオンテーブル 

このテーブルはペプチド配列[IHFGATGK]が CID によって
切断およびイオン化された際の b-イオン(切断の N 端側で
発生するイオン)と y-イオン（切断の C 端側で発生するイ
オン）の m/z の値を示しており、これらは理論上、MS/MS
スペクトル上のピークとして出現する。この他にも脱 NH3

やリン酸化などの翻訳後修飾により、m/z の異なるピーク
が検出される可能性があるが、本研究では考慮していない。 

2.2 変分ベイズによる混合ガウスモデルの推定

(VBGMM)を用いた同定 
変分ベイズは確率モデルのパラメータの事後分布を求める

手法の一つである[4]。これを利用し、マススペクトルが混
合ガウス分布に従って生成されると仮定し、無作為に抽出
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したマススペクトルの合がどのようなパラメータの混合ガ

ウスモデルに従って生成されたかを推定する。推定した混

合ガウスモデルを利用し、データベース内のペプチドの理

論上の m/z ピークを標本とし対数尤度の平均を求める。こ
の値からデータベースのペプチドが推定したモデルにどの

程度一致しているかスコアとして算出し、利用することで

ペプチド配列の同定を行う。(図3)。このスコアは大きけれ
ば大きいほど推定した混合ガウス分布への当てはまりが大

きくなり、利用したマススペクトルに含まれている確率が

高いペプチドである。 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

図 3 VBGMM によるペプチド配列推定  
変分ベイズによる事後分布の推定としては、対数周辺尤度

を最大化する事後分布を求めることでパラメータの事後分

布を求める。つまり潜在変数 Zとしたとき対数周辺尤度	

	𝑝(𝑋) = ∫𝑝(𝑋, 𝑍)𝑑𝑍 を最大化するパラメータの事後分布を
VB-EM アルゴリズム[5]により求める。最尤推定における
二段階繰り返しの最適化の EM アルゴリズムにより事後分
布を求める手法と異なる点は、事後分布を因子分解可能と

仮定し近似分布で真の事後分布に近い分布を求めることで

ある。VB-EM のアルゴリズムは事後分布を利用して潜在

変数の事後分布を改良する E-step,潜在変数の事後分布によ
りパラメータの事後分布を改良するM-stepを繰り返すこと
によって最適化を行う。これにより求めた混合ガウスモデ

ルをアミノ酸配列のデータベースと比較しペプチド配列の

同定を行う。 

3. 結果の評価 
プロテオームは多数のタンパク質を対象とするため、解

析の信頼性には多重検定が必要となる[6]。プロテオームな
どの分野では FDR(False Discovery Rate)を求め、制御する手
法が多く利用されている。FDR を利用する目的としては、
ある程度の偽陽性(誤った同定された)を受け入れることで
偽陰性、つまり同定できなかったタンパク質の数を減らす

ためである。しかし、FDR を算出するためには偽陽性の数
が必要となる。したがって同定結果内の誤った配列に同定

されてしまった結果の数を求められるようにする。その為

の方法として、本来のタンパク質データベースに対して、

本来の配列を逆にしたリバース配列、つまり実際には存在

しないデコイ配列をデータベースに混ぜて同定を行う

(Target-Decoy search[7])。これにより、本来ターゲットとす
る配列に同定されるはずが、誤ってデコイ配列に同定され

てしまった数を求めることができる。これは本来デコイと

する配列に同定されるはずが誤ってターゲットとするペプ

チドに同定されてしまう確率と等しくなる[6]。 
FDRは次のように求められる。 

FDR＝(デコイ配列の同定数× 2)/(全ての同定数) 

この FDRの値を計算することで同定の結果の偽陽性の占め
る割合がわかる。本研究における陽性は配列を同定できた

ことであり、陰性は同定できなかったことである。偽陽性

は同定できたがその結果が間違っていることであり、誤っ

た同定結果である。偽陰性は本来同定できるはずだったの

に同定できなかった数である。 
	 本手法によって生成した確率モデルを利用し 配列 DBか
らペプチドの推定を行った。その結果、計算したスコアが

上位のペプチドと、タンパク質を同定する閾値を変化させ

た時の FDR の変化を図 4 に示す。グラフ(a)の横軸の N は
同定したペプチドの数であり、縦軸は FDR であり(b)は本
手法を用いてペプチドのスコアの計算を行なったものの一

部を示している、 
 
 
 
 
 
 
 

(a)FDR                    (b)ペプチド同定スコア 
図 4 提案手法による同定結果 

4. まとめ、今後の課題 
本研究では、プロテオーム解析における MS/MS のマス
スペクトルを無作為に抽出しVBGMMを用いた混合ガウス
分布の推定を行うことで、マススペクトルを解析し、 ペプ
チド配列の同定を行なった。また、同定結果を評価するた

めの指標として、検索する配列にデコイ配列を加えること

によって同定結果の FDRを計算し、同定結果にどれほどの
誤りがあるかを求めた。今後の課題としては、実行時間の

改善や、実際試料に含まれるタンパク質のペプチド配列が

本手法同定でどの程度推測できているかを検討する必要が

ある。 
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