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略語表 

 

AA： 酢酸 
acetic acid 

ABC： 炭酸水素アンモニウム 

 ammonium bicarbonate 

ACN： アセトニトリル 
acetonitrile 

AGC： 自動利得制御 
auto gain control 

CDS： コーディング領域 

 coding sequence 

CID： 衝突誘起解離 
collision-induced dissociation 

COFRADIC： 組合せ分画対角クロマトグラフィー 

 combined fractional diagonal chromatography 

DDA： データ依存的取得法 
data-dependent acquisition 

DIA： データ非依存的取得法 
data-independent acquisition 

D-MEM： ダルベッコ改変イーグル培地 
Dulbecco’s modified Eagle medium 

DTT： ジチオトレイトール 
dithiothreitol 

ESI： エレクトロスプレーイオン化 
electrospray ionization 

FDR： 誤検出率 

 false discovery rate 

GTI-Seq： 包括的翻訳開始点シークエンシング法 

 global translational initiation sequencing 
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IAA： ヨードアセトアミド 
iodoacetamide 

IMAC： 固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー 

 immobilized metal ion affinity chromatography 

MOLEX： 酸化金属リガンド交換クロマトグラフィー 
metal oxide ligand-exchange chromatography 

MIT： 最大注入時間 
maximum injection time 

MS： 質量分析 
mass spectrometry 

MS/MS： タンデム質量分析 
tandem mass spectrometry 

NCE： 規格化衝突エネルギー 
normalized collision energy 

NMD： ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構 

 nonsense-mediated mRNA decay 

ORF： オープンリーディングフレーム 

 open reading frame 

PBS： 生理食塩水 
phosphate buffered saline 

PMA： ホルボール 12-ミリスタート 13-アセタート 

phorbol-12-myristate-13-acetate 

PTS： 相間移動可溶化剤 
phase-transfer surfactant 

PWM： 位置重み付け行列 

 position weight matrix 

Ribo-Seq： リボソームプロファイリング 

 ribosome profiling  

RPLC： 逆相液体クロマトグラフィー 
reversed-phase liquid chromatography 
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SCX： 強陽イオン交換クロマトグラフィー 

 strong cation exchange chromatography 

SDB： ポリスチレンジビニルベンゼン 
poly(stylene-co-divinylbenzene) 

SDC： デオキシコール酸ナトリウム 
sodium deoxycholate 

Sel-TCP-Seq： 選択的翻訳複合体プロファイルシークエンシング法 

 selective translation complex profile sequencing 

SLS： N-ラウロイルサルコシン酸ナトリウム 
sodium N-lauroylsarcosinate 

SPE： 固相抽出 
solid phase extraction 

StageTip： ステージチップ 
stop-and-go extraction tip 

TAILS： 基質末端アミン同位体標識法 

 terminal amine isotope labeling of substrates 

TFA： トリフルオロ酢酸 
trifluoroacetic acid 

TIS： 翻訳開始点 

 translational initiation site 

TISCA： 翻訳複合体解析による翻訳開始点検出法 

 TIS detection by translation complex analysis 

TMT： タンデムマスタグ 
tandem mass tag 

TRM： トランスクリプトパーミリオン 

 transcript per million 

TTS： 翻訳終止点 

 translational terminal site 

UHPLC： 超高速液体クロマトグラフィー 
ultra high performance liquid chromatography 
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UTR： 非翻訳領域 

 untranslated region 
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緒言 

 

 

ヒトゲノム計画の成功により、ヒトの「設計図」であるゲノムの全塩基配列が決定

されると、数十万種とも予測されていた遺伝子は、実際には約二万種程度であること

が明らかとなった 1,2。これらの遺伝子はセントラルドグマに則り、mRNA として転写

され、リボソームによりタンパク質が翻訳される。このような遺伝子から生成される

生体分子の発現プロファイルの多様性が、同一の遺伝子を持つ細胞でも様々な生物学

的機能を発揮することで組織によって全く異なる形態をとると考えられおり 3,4、これ

らの発現プロファイルを包括的に解析するオミクス（omics）解析が進められてきた。

特に高性能な次世代シーケンサーの開発や解析プラットフォームの確立に伴って高深

度かつ大規模に塩基配列が解析可能となったため、転写物を用いて遺伝子の発現状況

を包括的に解析するトランスクリプトーム（transcriptome）解析が普及しており 5、リ

ボソームにより保護された転写物配列を翻訳中の領域として解析するトランスレイト

ーム（translatome）解析も急速に発展してきている 6。しかし、タンパク質レベルのダ

イナミックレンジは転写物レベルよりも広く、mRNA とタンパク質の相関は高くはな

いことから、多様な制御が重要であることが示唆されている 7–9。また、多くのタンパ

ク質はリン酸化などの翻訳後修飾や、タンパク質同士や他の生体分子との複合体形成

によりその機能を発揮する 10,11。したがって、タンパク質の直接的かつ包括的な解析

を行うプロテオーム（proteome）解析は生命現象の理解のために非常に重要な役割を

担っている。 

現在もっとも広く用いられているプロテオーム解析手法は、液体クロマトグラフィ

ー/タンデム質量分析（LC/MS/MS）によるショットガンプロテオミクスである。この

手法では、細胞や組織からのタンパク質抽出、切断選択性の高いプロテアーゼを用い

たペプチドへの消化、LCでの分離、エレクトロスプレーイオン化（ESI）によるタンデ

ム MS への導入を経てペプチドおよびタンパク質を同定する 12。タンデム MS ではプリ

カーサーイオン（ペプチドイオン）スペクトルやプロダクトイオンスペクトルを取得

する。これらの得られたデータからペプチドのアミノ酸配列を同定する方法として、

塩基配列決定手法である Sanger 法のようにアミノ酸を 1 残基ずつ同定することでペプ

チド配列を決定する de novo シークエンシング法と、測定で得られたスペクトルを、予

https://paperpile.com/c/VxPqqb/PKVYH+xnvE1
https://paperpile.com/c/VxPqqb/EqLuc+HxDaY
https://paperpile.com/c/VxPqqb/97SBU
https://paperpile.com/c/VxPqqb/FYViR
https://paperpile.com/c/VxPqqb/j1TQ5+cjhRR+COdGb
https://paperpile.com/c/VxPqqb/tfRot+LJwHH
https://paperpile.com/c/VxPqqb/VPSkI


 
 

6 
 

め用意したタンパク質配列データベースから計算したペプチドのプリカーサーイオン

およびプロダクトイオンスペクトルと照合することによって、最も確からしいペプチ

ドを検索する MS/MS ion search 法が用いられる 13。De novo シークエンシング法ではプ

ロダクトイオンスペクトル中のピーク間の m/z 差を総当たりで確認する必要があるた

め、計算量が多く時間がかかることや、プロダクトイオンの生成効率は切断部のアミ

ノ酸配列に依存しており、常には配列すべてを決定できないあいまいさから、現在の

ショットガンプロテオミクスでは不完全なフラグメンテーションを許容できる MS/MS 

ion search 法が一般的に採用されている 14。この方法では 1 測定あたり数万枚のプロダ

クトイオンスペクトルをタンパク質配列データベースに対して検索をかけ、それぞれ

のスペクトルとの照合およびスコア化を高速に行う検索エンジンが用いられ、一定の

閾値を満たす 7-35 残基程度のペプチドおよび由来するタンパク質が同定される 15,16。

近年では LC と MS そして検索エンジンの性能の目覚ましい発展により、大規模なタン

パク質同定が可能となってきている。LC においては、2 μm 以下の粒子を充填したカラ

ムでの高速測定にも対応した超高耐圧性能を持つ UHPLC の開発や 17–20、モノリス型シ

リカカラム 21,22、半導体製造技術を応用したピラーアレイカラムの使用により 23,24、ペ

プチドの分離効率が向上している。MS においては高速化および高感度だけでなく、イ

オンモビリティ分光光度計を組み合わせることで新たな分離軸の導入に成功し、複雑

性の低減や同じ質量でありながら修飾部位の異なるペプチドの識別が可能になった 25–

27。また検索エンジンにおいては、一つのプリカーサーイオン由来のプロダクトイオ

ンによって同定を行う DDA モードだけでなく、ある質量幅に含まれるすべてのプリカ

ーサーイオンのプロダクトイオンから複数種のペプチドを一挙に同定できる DIA モー

ドでの測定における検索能力が急速に発展している 28。これらの技術により、2 時間程

度の測定で約一万種のタンパク質が同定されており、トランスクリプトーム解析と遜

色ないほど高深度な解析が可能になってきた 29,30。 

しかし依然として現在のプロテオーム解析の大部分は、一種類の遺伝子に対し代表

的な一種類のタンパク質配列のみを用い、リン酸化やアセチル化といった一部の翻訳

後修飾に着目した解析にとどまっている。実際の生体内では、一種類の遺伝子からで

も、アミノ酸変異や選択的スプライシング、翻訳後修飾、プロテオリシスなど転写や

翻訳、翻訳後の各ステップにおける制御により、それぞれ異なる特徴を持った異なる

タンパク質バリアントであるプロテオフォーム（proteoform）が複数種発現しており、

二万種の遺伝子に対しヒトプロテオフォームの総数は数百万種以上であるとも推定さ

https://paperpile.com/c/VxPqqb/v1FH3
https://paperpile.com/c/VxPqqb/jUXA8
https://paperpile.com/c/VxPqqb/eyv0n+touLl
https://paperpile.com/c/VxPqqb/nZFmr+gg7xI+mr0Kl+tHuTX
https://paperpile.com/c/VxPqqb/TsXuJ+geazT
https://paperpile.com/c/VxPqqb/RZhZ1+yG4rK
https://paperpile.com/c/VxPqqb/NUPeh+ZQRKe+LvTpU
https://paperpile.com/c/VxPqqb/NUPeh+ZQRKe+LvTpU
https://paperpile.com/c/VxPqqb/0AmsD
https://paperpile.com/c/VxPqqb/LDmuF+W8J2Z
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れている 31–34。これらのプロテオフォームの多様な発現プロファイルが様々な生物学

的機能に関与しており 35、プロテオフォームレベルでの包括的なプロテオーム解析技

術の開発が必要不可欠である。特にタンパク質末端では、変異や転写後・翻訳中・翻

訳後の制御により多様なプロテオフォームが生成され、通常とは異なる翻訳開始点か

らの翻訳によって末端が変化したプロテオフォームが、腫瘍形成やその進行に関与す

ることも報告されている 36–38。したがって、タンパク質の発現量のみならず、その末

端配列の状態を包括的に把握するために大規模タンパク質末端配列解析（プロテイン

ターミノミクス, protein terminomics）を行うことが、より精確な生命現象の理解に重

要であると考えられる。 

消化したペプチドをそのまま測定するグローバルプロテオミクスでは、内部ペプチ

ドが大部分を占めており、タンパク質末端ペプチドを効率よく同定することができな

いため、プロテインターミノミクスの際には、LC/MS/MS の測定の前にタンパク質末

端ペプチドのみを濃縮する前処理が行われる 39–42。しかし、現在までに開発されたい

ずれのタンパク質末端濃縮法においても化学修飾や HPLC による複雑な操作が必要で

あり 43,44、内部ペプチドとの分離が不十分なため、タンパク質末端ペプチドの純度が

30%程度と低いことも問題であった。特にタンパク質 C 末端のカルボキシ基は、N 末

端のアミノ基に比べて化学反応性が乏しいため、タンパク質 C 末端ペプチド濃縮法の

開発は遅れており、より簡便で選択性の高い濃縮法の開発が求められている。 

 また、上述した約二万種の遺伝子におけるタンパク質は、アミノ酸保存性と相同性、

AUG 開始コドンからの翻訳開始、タンパク質配列長等の規則を用いてオープンリーデ

ィングフレーム（ORF）が推定され、実験的にその存在が確かめられてきた 45。これら

のルールは、AUG コドン以外のコドンから翻訳が始まることはなく、短いペプチドは

安定した構造に折り畳まれて機能を発揮する可能性が低いという仮定に基づいている。

一方で、近年のトランスレイトーム解析技術の発展に伴い、そのような仮説に基づか

ない、現在までにその存在が認識されていなかった ORF および翻訳開始点が大規模に

同定されている 46,47。しかし、上述のように mRNA 発現量からタンパク質発現量を完

全に推定するのは難しく、実際に高深度なグローバルプロテオミクスを用いてバリデ

ーションが行われているが、そのような ORF から実際に翻訳されているタンパク質

（ノンカノニカルタンパク質）の同定数は限定的であり 48、ノンカノニカル ORF から

翻訳されるタンパク質の大規模解析手法が求められている。 

https://paperpile.com/c/VxPqqb/LYgdJ+kXimi+ViakE+rHUsD
https://paperpile.com/c/VxPqqb/tVdaM
https://paperpile.com/c/VxPqqb/AocsJ+xW4Gu+kWRCN
https://paperpile.com/c/VxPqqb/fYcZt+Eea3a+xb57K+DhguT
https://paperpile.com/c/VxPqqb/aLzIQ+T7YRO
https://paperpile.com/c/VxPqqb/cKAwZ
https://paperpile.com/c/VxPqqb/lTixv+2i4gC
https://paperpile.com/c/VxPqqb/c3Nts
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 以上の背景から、第一章では包括的なタンパク質末端解析にむけて、タンパク質 N

末端解析に後れを取っているタンパク質 C 末端解析を進めるため、既存手法よりも簡

便で高選択的なタンパク質 C 末端ペプチド濃縮法の開発を行った。さらに、本研究で

開発された他のタンパク質末端ペプチド濃縮法と組み合わせることで包括的なタンパ

ク質両末端解析技術を確立した。また、第二章では、ノンカノニカルタンパク質の大

規模解析に向けて、トランスレイトーム解析において同定されたノンカノニカル ORF

の確からしさを調べるために、第一章で確立したタンパク質末端解析技術を用いて、

ノンカノニカル ORF と実際に発現しているノンカノニカルタンパク質の比較を行った。

さらにより多くのノンカノニカルタンパク質を同定するためにプロテインターミノミ

クスで同定されたノンカノニカルタンパク質の情報のみを用いてタンパク質配列デー

タベースを構築し、その性能を評価した。最後に構築したデータベース、グローバル

プロテオミクスおよびプロテインターミノミクスを用いて、マクロファージへの分化

条件下のヒト単球細胞におけるノンカノニカルタンパク質の大規模解析を行った。本

研究によってタンパク質末端の大規模同定とそれに基づくノンカノニカルタンパク質

のより包括的な解析が可能となり、これらが関与するさらなる生命現象の解明が期待

される。 
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図 1. プロテインターミノミクスのワークフロー。細胞あるいは組織試料から

抽出したタンパク質をトリプシン等のプロテアーゼによりペプチド断片

に消化し、タンパク質末端ペプチドを濃縮した後 LC/MS/MSで測定する。

得られた MS/MS スペクトルから、データベース検索によりペプチドお

よびタンパク質を同定する。 
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第一章 

酸化金属を担体とする配位子交換クロマトグラフィーを用

いたタンパク質 C 末端ペプチド濃縮法の開発 

 

 
 

第一節 序 

 
タンパク質末端配列は、局在、相互作用、活性や安定性等の幅広いタンパク質機能

に関与する生理学的に重要な部位である 49–54。それらは、選択的スプライシングや異

なる翻訳開始点からの翻訳、翻訳中および翻訳後修飾、内因性プロテオリシス等によ

り調節されている。例えば、プロテアーゼによって同一の膜タンパク質が複数の部位

で切断されることによって生じる異なる末端配列を持つプロテオフォームは、その生

理的特性も異なることや 55,56
、別の翻訳開始点からの翻訳によって N 末端が変化したタ

ンパク質はその機能も変化し、疾患にも関与することなどが報告されている 57。した

がって、タンパク質発現量だけではなく、それらのタンパク質末端配列の状態を包括

的に把握することが、より精確な生命現象の理解につながる。 

一般的なショットガンプロテオミクスであるグローバルプロテオミクスでは、タン

パク質をプロテアーゼでペプチドに消化し、そのまま LC/MS/MS で測定を行う。一方

で、プロテインターミノミクスにおいては、大量の内部ペプチドが存在するとタンパ

ク質末端ペプチドの同定が妨げられてしまうため、LC/MS/MS 測定の前にタンパク質

の N 末端および C 末端ペプチドを濃縮する前処理が行われる。現在までに開発されて

いるタンパク質末端ペプチド濃縮法の多くは複数の化学修飾や HPLC による分離を組

み合わせた操作を必要とする。タンパク質 N 末端濃縮では反応性の高いアミノ基を介

するため、比較的容易に濃縮が可能であり、その中でも COFRADIC 法や、TAILS 法は、

タンパク質 N 末端解析に広く用いられている 39,40,43。さらに本研究室で開発された Lys

および Arg の N 末端側で切断する酵素である TrypN と強陽イオン交換クロマトグラフ

ィー（SCX）を組み合わせた高選択的かつ簡便な濃縮法である CHAMP-N （CHop and 

throw to AMPlify N-terminal peptides）法が開発されている 58。その一方で、タンパク

https://paperpile.com/c/VxPqqb/VHoR6+0MrVm+85eq9+2grhA+boE19+yOHV4
https://paperpile.com/c/VxPqqb/0uaK9+NzPrK
https://paperpile.com/c/VxPqqb/tvGCQ
https://paperpile.com/c/VxPqqb/fYcZt+Eea3a+aLzIQ
https://paperpile.com/c/VxPqqb/mAVUe
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質 C 末端のカルボキシ基は反応特異性および選択性が低いため、一般的にタンパク質

C 末端ペプチド濃縮法はタンパク質 N 末端ペプチド濃縮法よりも煩雑な操作を必要と

する 44。 

現在までに、消化されたタンパク質混合物からタンパク質 C 末端ペプチドを単離す

る方法は、主にポジティブセレクションとネガティブセレクションの 2 種類に大別さ

れる。ポジティブセレクションは、タンパク質 C 末端のカルボキシ基をターゲットに

して、オキサゾロンやカルボキシペプチダーゼで標識し、ペプチド混合物の中からタ

ンパク質 C 末端ペプチドを選択的に取り出す方法であるが 59,60、これらの方法の標識

効率はタンパク質 C 末端のアミノ酸残基の性質によって変動し、濃縮効率のバイアス

が発生する。そのため、開発されてきた濃縮法の大部分は、内部ペプチドを除去し残

ったタンパク質末端ペプチドを回収するネガティブセレクションが採用されている

41,42,61–67。Van Damme らは、強陽イオン交換クロマトグラフィーと 2 回の逆相高速液

体クロマトグラフィーそして 2 種の誘導体化を含む C 末端 COFRADIC 法を開発した 41。

Schilling らは、タンパク質のアミノ基とカルボキシ基を化学的に保護し、消化した後

に内部ペプチドをポリマーに結合させる TAILS 法をタンパク質 C 末端ペプチド濃縮に

応用した C-TAILS を確立した 42。また、化学反応を伴わないエンドペプチダーゼのみ

によるタンパク質末端ペプチドの濃縮法も開発されているが、これには 1 週間程度の

反応時間が必要である 68。Dormeyer らは、SCX を用いて、タンパク質 C 末端ペプチド

をアセチル化タンパク質 N 末端ペプチドと同時に分離する方法を開発した 61,68。この

方法は化学反応を必要とせず、迅速であるが、ヒスチジン等の塩基性残基を含む末端

ペプチドを捕捉することができない。最近この方法を応用した大規模研究が報告され

たが、カバレッジを広げるために末端ペプチドの濃縮効率を犠牲にしなければならず、

その結果、同定された全てのペプチドのうち、タンパク質 C 末端ペプチドが占める割

合は 34%程度であった 61,62,68。したがって、これまでの方法は限定的な適用範囲や、

不十分な濃縮効率、多段階の化学反応や酵素反応など煩雑な操作が必要といった問題

を抱えており、いまだにタンパク質 C 末端ペプチドを濃縮するための汎用性の高い確

立した手法がなく、高選択的かつ簡便で包括的な濃縮法が求められている。 

そこでそのような問題点を解決するために、タンパク質のアスパラギン酸およびグ

ルタミン酸の C 末端側で切断する V8 プロテアーゼと、ピペットチップに酸化金属粒子

を充填したミニカラムによる酸化金属リガンド交換クロマトグラフィー（MOLEX）を

用いた新規タンパク質 C 末端ペプチド濃縮法（CHAMP-C 法）の開発を行った。 

https://paperpile.com/c/VxPqqb/T7YRO
https://paperpile.com/c/VxPqqb/O51HZ+dKwnC
https://paperpile.com/c/VxPqqb/xb57K+DhguT+Szyu7+a2TmB+uqBYY+NPsvI+GqmDS+MVVQS+YHzwo
https://paperpile.com/c/VxPqqb/xb57K
https://paperpile.com/c/VxPqqb/DhguT
https://paperpile.com/c/VxPqqb/SjggK
https://paperpile.com/c/VxPqqb/SjggK+Szyu7
https://paperpile.com/c/VxPqqb/SjggK+Szyu7+a2TmB
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さらにトリプシンと SCX による濃縮法（CHAMP-NC 法）と CHAMP-N 法および

CHAMP-C 法を組み合わせた 3 種の CHAMP 法によるタンパク質両末端を対象としたプ

ロテインターミノミクスを行い、その同定されるタンパク質の比較およびその相補性

を検証した。 
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第二節 種々の酸化金属による酸化金属リガンド交換クロマトグラフィーの検討 

 
MOLEX によるタンパク質 C 末端ペプチド濃縮のワークフローを図 2A に示す。サン

プルから抽出したタンパク質を、タンパク質の Asp および Glu の C 末端側を切断する

V8 プロテアーゼで消化した。内部ペプチドはその C 末端に 2 つのカルボキシ基を持つ

が、タンパク質 C 末端ペプチドはカルボキシ基を 1 つしか持たない。そこで、MOLEX

を用いると、金属原子とジカルボン酸との安定なキレートが形成し、内部ペプチドは

強く保持される一方で、タンパク質 C 末端ペプチドの保持は弱いためフロースルー画

分へと溶出する。これによりタンパク質 C 末端ペプチドと内部ペプチドが分離される。 

MOLEX の固定相には、安定なキレート形成と高い化学安定性に基づき、TiO2, ZrO2, 

CeO2, Ga2O3, Al2O3（Ti-, Zr-, Ce-, Ga-, Al-MOLEX） を選択し 69–72、それぞれ 5 種類の酸化

金属粒子を充填した ピペットチップ型の MOLEX カラムを作製した（図 2B）。試料溶

媒には pH 5 の 30 mM 酢酸バッファー、 40% アセトニトリル溶液を用い、HeLa 細胞由

来タンパク質消化物 5 μg を溶解した。溶出液には pH 2, 3, 4 の 30 mM 酢酸バッファー、 

40% アセトニトリル溶液を用いた。pH5 でのサンプルロードディングを含め、pH 5, 4, 

3, 2 の 4 段階のアイソクラティック溶出の後、各 pH 画分を回収し、LC/MS/MS 測定を

行った。その結果、5 種の MOLEX のすべてにおいて、タンパク質 C 末端ペプチドは内

部ペプチドよりも早く溶出し、MOLEX におけるタンパク質 C 末端ペプチドと内部ペプ

チドの保持には差があることが確認された（図 3）。Ti-および Zr-MOLEX では、タン

パク質 C 末端ペプチドは全ての画分に分布し、内部ペプチドも pH 2 の画分に観察され

た。Ce-, Ga-, Al-MOLEX でも、タンパク質 C 末端ペプチドは全ての画分に分布し、内部

ペプチドは pH4 以下において溶出した。すなわちいずれの酸化金属種においてもタン

パク質 C 末端ペプチドと内部ペプチドの共溶出が見られ、その分離は不十分であるこ

とが示された。以降の実験については、各グループで最もタンパク質 C 末端ペプチド

同定数の多かった Zr-MOLEX と Ce-MOLEX を選択し、さらなる分離条件の最適化を行

った。 

次に、タンパク質 C 末端ペプチドのアミノ酸組成が MOLEX での分離に与える影響

を調べるために、各画分で同定されたタンパク質 C 末端ペプチドの平均アミノ酸頻度

を算出した。平均アミノ酸頻度は、ペプチドあたりの各アミノ酸残基数をペプチドの

総残基数で割った値であるアミノ酸頻度を、画分に含まれる全ての同定タンパク質 C

https://paperpile.com/c/VxPqqb/ZhJTS+2iqDt+FWOMd+thUNo
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末端ペプチドにおいて計算し、各アミノ酸についてそれらを平均することで算出した。

例えば、平均 Ala 頻度は、以下のように算出される。 

 平均 Ala 頻度（Averaged Ala） =
∑ ペプチド i の Ala 残基数

ペプチド i の総残基数

𝑛𝑛
𝑖𝑖

画分で同定されたペプチド数 (=𝑛𝑛)
 

平均アミノ酸頻度の値から、Asp、Glu、Lys を多く含むペプチドが低 pH 画分に存在

することがわかり（図 4）、これらの残基を含む C 末端ペプチド（DEK-Cterm ペプチ

ド）が酸化金属に高い親和性を持ち、内部ペプチドと共溶出していることが示唆され

た。 

また、ニトリロ三酢酸樹脂やイミノ二酢酸樹脂を用いて Fe3+、Ce4+、Cu2+を固定化した

固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（IMAC）によるタンパク質 C 末端ペプ

チド濃縮においても検討した（データは示さず）。その結果、5 種の酸化金属を用い

た MOLEX と同様に、DEK-Cterm ペプチドと内部ペプチドの分離は不完全であったが、

タンパク質 C 末端ペプチドも IMAC で分離することに成功した。しかし、IMAC のロー

ディングキャパシティは MOLEX よりも低かったため、今後の実験には MOLEX を選択

した。 
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図 2. （A）CHAMP-C 法のワークフロー。タンパク質を V8 プロテアーゼで消

化し、チップベースの MOLEX を行って内部ペプチドをトラップする。

M と書かれた円は金属原子を表す。内部ペプチドは金属原子とキレート

を形成する一方、タンパク質 C 末端ペプチドは MOLEX カラムを通過し、

濃縮される。（B）MOLEX チップカラムの写真。200 µL サイズのピペ

ットチップに 16 ゲージのニードルで切り出したポリエチレンフリット

を挿入し、その上に酸化金属粒子を充填することでカラムを調製する。 

 



 
 

17 
 

 

図 3. 5 種の酸化金属粒子を用いた MOLEX によるペプチドの溶出分布。タン

パク質 C 末端ペプチド含有率（％）は、同定された全てのタンパク質 C

末端ペプチドのピーク面積の合計を、同定された全てのペプチドのピー

ク面積で割った値として計算された。 
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図 4. Ce-MOLEX（上）または Zr-MOLEX（下）クロマトグラフィーにおける

各 pH フラクションの平均アミノ酸頻度（%）。Asp、Glu、Lys 残基の

頻度が低 pH の画分ほど高くなっていた。 
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第三節 酸化金属リガンド交換クロマトグラフィーにおける添加剤の効果 

 
上述の酢酸バッファーを用いた溶出液では、いずれの酸化金属においてもタンパク

質 C 末端ペプチドと内部ペプチドの分離が不十分であった。そこで、分離を改善する

ために 600 mM 塩化ナトリウム（NaCl）を添加した溶出液を用いて同様の検討を行っ

た。また、pH ごとのステップワイズ溶出後の強溶出バッファーとして 200 mM リン酸

二水素アンモニウム溶液を調製し、リガンドをリン酸に交換してすべてのペプチドを

溶出させた 73。Ce-MOLEX と Zr-MOLEX を用いて NaCl 添加および非添加条件を比較し

たところ、いずれの場合でも NaCl 存在下において内部ペプチドが最後のリン酸塩溶出

画分まで溶出せず、タンパク質 C 末端ペプチドと内部ペプチドの分離が著しく向上し

た（図 5）。この結果は、内部ペプチド内の分子内塩橋が切断され、内部ペプチドの C

末端側のジカルボン酸と金属原子の相互作用が可能となり、保持が増強したことを示

唆している。さらに、600 mM NaCl を用いた Ce-MOLEX および Zr-MOLEX では、pH を

変化させてもペプチドあたりの Lys の平均含有量は一定であり、Lys と金属原子の相互

作用が抑制されていた（図 6）。しかし、Asp や Glu を含むタンパク質 C 末端ペプチ

ド、すなわち酸性 C 末端ペプチドは、リン酸塩溶液による溶出時に内部ペプチドと共

溶出しており、さらなる分離改善のための最適化が必要であることを示していた。 

リン酸化ペプチド濃縮を行うヒドロキシ酸修飾酸化金属クロマトグラフィー

（HAMMOC）法では、乳酸や β-ヒドロキシプロパン酸などの化合物が、酸性の非リン

酸化ペプチドとの競合剤として用いられる。そこで、酸性タンパク質 C 末端ペプチド

の競合剤および溶出液として酸化金属と相互作用する分子内のアミノ基とカルボキシ

基の間の長さが異なる 5 種類のアミノ酸を用いた場合の効果を調べた（図 7A）。pH 5

に調製した 1 M NaCl、50 mM の異なるアミノ酸による緩衝液とアセトニトリルを 60：

40 で混合した溶液を、Ce-MOLEX および Zr-MOLEX の試料溶媒として用い、フロース

ルー画分を LC/MS/MS で測定した。その結果酢酸バッファーと比較し、アミノ酸バッ

ファーを用いることで、高い濃縮率を維持しながらフロースルー画分からの酸性 C 末

端ペプチドの同定数が増加した（図 7B）。検討した 5 種類のアミノ酸で調製した溶液

のうち、酸性タンパク質 C 末端ペプチドの同定数が最も多かったのは、Ce-MOLEX、

Zr-MOLEXともに、δ-アミノ吉草酸を用いた条件であった（Ce-MOLEX_δ-AVAおよびZr-

MOLEX_δ-AVA）。さらに、タンパク質 C 末端ペプチドの Asp または Glu の位置が分離

効率に与える影響について確かめたところ、C 末端から 1 から 3 番目に Asp または Glu

https://paperpile.com/c/VxPqqb/lSOFy
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を有する酸性タンパク質 C 末端ペプチドは、どの条件でも分離できず、この方法の限

界を表していた（図 7C、D）。また、Ce-MOLEX_δ-AVA と Zr-MOLEX_δ-AVA での条件

を比較したところ、単離されたタンパク質 C 末端ペプチドのアミノ酸組成はほぼ同じ

だったが、タンパク質 C 末端ペプチドの回収率および同定数は Zr-MOLEX よりも Ce-

MOLEX においてわずかに優れていた（図 8）。 
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図 5. NaCl 添加および非添加時のペプチド溶出プロファイル。Ce-MOLEX

（上）または Zr-MOLEX（下）の各フラクションにおける同定ペプチド

数およびタンパク質 C 末端ペプチド含有率（％）。  
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図 6. Ce-MOLEX（A）と Zr-MOLEX（B）における NaCl 添加（上）または

NaCl 非添加時（下）の各フラクションの平均アミノ酸（%）。 
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図 7. Ce-MOLEX および Zr-MOLEX におけるタンパク質 C 末端ペプチドの分

離に及ぼすアミノ酸添加物の影響。（A）移動相添加剤として使用した

アミノ酸。（B）異なるアミノ酸修飾剤を用いた MOLEX のフロースル

ー画分からの非酸性 C末端ペプチド、酸性 C末端ペプチドおよび内部ペ

プチドの同定数およびタンパク質 C 末端ペプチド含有率（％）。Ce-

MOLEX_δ-AVA（C）または Zr-MOLEX_δ-AVA（D）における Asp また

は Glu の位置ごとの同定酸性 C 末端ペプチド数。  
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図 8. CeMOLEX_δ-AVA と Zr-MOLEX_δ-AVA を用いて単離したタンパク質 C

末端ペプチドの特性の比較。（A）同定されたタンパク質 C 末端ペプチ

ドのオーバーラップ。（B）Ce-MOLEX_δ-AVA と Zr-MOLEX_δ-AVA に

おける平均アミノ酸（%）。（C）共通同定されたタンパク質 C 末端ペ

プチドのピーク面積の比較。 
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第四節 V8 プロテアーゼの切断選択性 

 
V8 プロテアーゼの切断選択性は消化バッファーに依存することが知られており、炭

酸水素アンモニウム（ABC）バッファーでは Glu の C 末端側を切断し、リン酸バッファ

ーでは Glu に加え Asp の C 末端側を切断する 74–76。切断選択性を確認するために、50 

mM ABC 緩衝液（pH 7.8）、50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.8）、50 mM リン酸緩衝液

（pH 7.8）の 3 種類の消化バッファーを調製した。12 mM SDC、12 mM SLS、100 mM 

Tris を含む PTS バッファー（pH 7.8）で抽出した細胞抽出タンパク質溶液をこれらの

消化バッファーで 5 倍希釈した後、V8 プロテアーゼ ［酵素：基質＝1：20（w/w）］ 

を添加して 37℃で一晩インキュベートした。その結果、リン酸バッファーでは既報と

同様に、同定ペプチド数と切断選択性の両方で最もよい性能を示したが、依然として

Asp の C 末端側で切断されたペプチドの数は、Glu の C 末端側で切断されたペプチドの

数より格段に少なく、さらなる Asp 残基の切断効率向上のための条件探索が必要であ

ることが示された（図 9）。 

 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/4Yn4N+5Njoc+pToLZ
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図 9. 異なるバッファーを用いた場合の V8 切断効率の評価。C 末端が Glu お

よび Asp のペプチドの（A）同定数および（B）ピーク面積比。 
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第五節 ヒト由来培養細胞による大規模タンパク質 C 末端解析 

 
次にヒト培養細胞である HeLa 細胞を用いて、最適化した条件における Ce-MOLEX の

再現性の評価及び大規模タンパク質 C 末端解析を行った。10 µg の V8 プロテアーゼ消

化 HeLa タンパク質について、トリプリケートでタンパク質 C 末端ペプチド濃縮を行っ

た結果、タンパク質 C 末端ペプチドは 1848 種、タンパク質 C 末端は 1619 種同定さ

れ、約 80%が共通していた（図 10A）。また、共通同定されたタンパク質 C 末端ペプ

チドのピーク強度を評価したところ、相関係数は 0.95 以上であり（図 10B）、Ce-

MOLEX によるタンパク質 C 末端ペプチド濃縮の再現性は十分高いことが示された。さ

らに高深度な解析のために、200 µg の HeLa 消化物からタンパク質 C 末端ペプチドを

単離し、高 pH 逆相 LC 分画後 LC/MS/MS 測定をした結果、97%の純度かつ、2203 種

のタンパク質 C 末端を同定した。さらにこの結果を、HeLa 細胞を用いた最近報告され

た 3 つのタンパク質 C 末端濃縮法の結果と比較した 62,77,78。 表 1 のように、本研究で

開発したタンパク質 C 末端ペプチド濃縮法は、これまでに開発されたタンパク質 C 末

端ペプチド濃縮法によるタンパク質 C 末端解析の中で、最小のサンプルサイズ、最高

の純度、最短の操作時間で最大の同定数を得ることが可能であった。この結果から既

存の濃縮法に比べ、本手法がより簡便かつ高選択的なタンパク質 C 末端ペプチド濃縮

法であることが示された。 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/a2TmB+lZ22Y+JhWQt


 
 

28 
 

 

 

 

 

図 10. 10 μg の V8 プロテアーゼ消化 HeLa タンパク質に対する Ce-MOLEX の

再現性の評価。（A）同定されたタンパク質 C 末端ペプチドとタンパク

質 C 末端のオーバーラップ。（B）2 回の測定間で共通同定されたタン

パク質 C 末端ペプチドのピーク強度の分布とピアソン相関係数。 
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第六節 CHAMP 法による包括的なタンパク質 N および C 末端解析 

 
最後に本研究で開発した CHAMP-C 法と、タンパク質の Lys または Arg の C 末端側

で切断するトリプシンと SCX を用いてアセチル化タンパク質 N 末端ペプチドとタンパ

ク質 C 末端ペプチドを濃縮する CHAMP-NC 法、およびタンパク質の Lys または Arg の

N 末端側で切断する TrypN と SCX を用いてタンパク質 N 末端ペプチドを濃縮する

CHAMP-N 法を組み合わせてタンパク質両末端の解析を行った 58,79。 

図 11 に示すように、Lys および Arg の C 末端側で切断するトリプシンでタンパク質

を切断すると、酸性条件下において内部ペプチドの電荷数は+2 以上であるのに対し、

アセチル化されたタンパク質 N 末端ペプチドおよびタンパク質 C 末端ペプチドの電荷

数は+1 となるため、SCX によってこれらを分離することができる。また、Lys および

Arg の N 末端側で切断する TrypN によってタンパク質を切断すると、内部ペプチドの

電荷数は+2 以上であるのに対し、アセチル化されたタンパク質 N 末端ペプチドの電荷

は 0、非修飾タンパク質 N 末端ペプチドは+1 となることから、SCX によってアセチル

化および非修飾 N 末端ペプチドの両方を単離することができる。 

ヒト胎児由来腎臓上皮細胞である HEK293T 細胞から抽出したタンパク質をそれぞれ

V8 プロテアーゼ、トリプシンおよび TrypN で消化し、それぞれ 10 µg のペプチドに対

しこれらの 3 手法によってトリプリケートでタンパク質 N および C 末端ペプチドを濃

縮した。その結果、CHAMP-N 法では 1278 種のタンパク質 N 末端が、CHAMP-NC 法で

はそれぞれ 1239、563 種のタンパク質 N 末端、タンパク質 C 末端が、CHAMP-C 法で

は 1781 種のタンパク質 C 末端が同定された。3 手法の合計でタンパク質 N 末端は

1816 種、タンパク質 C 末端は 2250 種同定された。また、CHAMP-N 法と CHAMP-NC

法で共通同定されたタンパク質 N 末端は全体の約 32%、CHAMP-C 法と CHAMP-NC 法

で共通同定されたタンパク質 C 末端は約 4%であった。これらの結果より、異なる

CHAMP 法で同定されたタンパク質種は重複が少なく、組み合わせることでより包括的

な解析が可能であることが示された。さらに、いずれの手法でもピーク面積ベースで

のタンパク質末端ペプチドの割合は 95％以上であったことから、非常に選択性の高い

濃縮が可能であった（図 12）。 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/4VPHg+mAVUe
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図 11. CHAMP 法のワークフロー。TrypN と SCX（CHAMP-N 法）、トリプシ

ンと SCX（CHAMP-NC 法）、V8 プロテアーゼと MOLEX（CHAMP-C

法）を組み合わせることでそれぞれタンパク質 N 末端ペプチド、タンパ

ク質 N および C 末端ペプチド、タンパク質 C 末端ペプチドが濃縮でき

る。 
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図 12. CHAMP 法で同定されたタンパク質末端ペプチドおよびタンパク質末端

配列。（A）10 µgのタンパク質から 3種の濃縮法で調製されたサンプル

における、アセチル化タンパク質 N 末端ペプチド、非修飾タンパク質 N

末端ペプチド、タンパク質 C 末端ペプチド、内部ペプチドの平均同定数

およびタンパク質末端ペプチド含有率（％）。（B）CHAMP-N 法と

CHAMP-NC 法で同定されたタンパク質 N 末端配列のオーバーラップと、

CHAMP-C 法と CHAMP-NC 法で同定されたタンパク質 C 末端配列のオ

ーバーラップ。 
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第七節 結語 

 
本章では切断選択性の高いプロテアーゼによるタンパク質の消化とクロマトグラフ

ィーによる分離のみを用いる CHAMP コンセプトに基づき、V8 プロテアーゼと MOLEX

を組み合わせたタンパク質 C 末端ペプチド濃縮法（CHAMP-C 法）を開発した。この手

法によって、化学修飾を必要とせず、わずか 10 分間でタンパク質 C 末端ペプチドの濃

縮が可能となった。塩やアミノ酸の添加による分離条件の最適化を行うことで、回収

できるタンパク質 C 末端ペプチド量を最大化しながら内部ペプチドの混入を 3%以下に

抑えられた。V8 プロテアーゼのアスパラギン酸の C 末端側の切断効率の向上のために、

さらなる消化条件の検討が必要であるが、今回のプロトコルは、同定数、必要サンプ

ル量、操作時間、タンパク質 C 末端ペプチドの純度において、既に報告されている方

法より格段に優れた結果を示した。さらに、CHAMP-N 法・CHAMP-NC 法と共に本手法

を組み合わせることで、包括的なタンパク質 N および C 末端解析が可能であり、タン

パク質末端が制御するさらなる生命現象の解明に役立つと期待される。 
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第二章 

タンパク質末端解析によるノンカノニカルタンパク質の同

定 

 

 

第一節 序 

 
タンパク質の翻訳は遺伝子から転写された mRNA を基にして行われ、細胞の分化や

増殖、恒常性の維持、外部刺激に対する応答等の生物学的機能に深くかかわる最も重

要な生命現象の一つである。原核生物ではシャイン・ダルガーノ配列と呼ばれる共通

配列がリボソームの結合部位として機能し、数塩基下流の開始コドンから翻訳を開始

するため、原核生物の mRNA は複数のタンパク質をコードするポリシストロニック

RNA となる。その一方で、ヒトをはじめとする真核生物におけるタンパク質翻訳開始

のメカニズムは、リボソームが mRNA の 5′-末端の CAP 構造を識別して結合し、開始

コドンまで走査するスキャニングモデルが広く受け入れられている 80,81。そのため一

部の例外はあるものの 82,83、真核生物の mRNA は基本的に 1 つのタンパク質のみをコ

ードするモノシストロニック RNA であり、AUG コドンから翻訳されると 40 年以上前

から考えられている 84。しかし、近年では Ribo-Seq や GTI-Seq をはじめとしたトラン

スレイトーム解析の発展により、アノテーションされている翻訳開始点から始まるタ

ンパク質以外に、5’UTR や non-coding RNA などの非翻訳領域に存在するノンカノニカ

ルな ORF や、AUG だけでなく CUG や GUG などの near-cognate コドンと呼ばれる AUG

に似たコドンから始まるノンカノニカルな翻訳開始点が大規模に同定されている 46–48。

さらにヒトにおいては全遺伝子の約 40%に上流に短い ORF が存在するとも予測されて

おり、それらが下流のアノテーションされている翻訳開始点から始まるタンパク質の

発現量や活性を制御するといった生物学的に重要な機能を持つことが報告されている

85–87。 

また、イントロン配列がスプライスされずに保持されるイントロンリテンション

（intron retention）等により、本来の ORF の途中に未熟終止コドン（PTC）を含んだ

mRNA は、ナンセンス変異依存的分解機構（NMD: nonsense mediated mRNA decay）と

https://paperpile.com/c/VxPqqb/z9NKj+KIcLV
https://paperpile.com/c/VxPqqb/dZh8G+tHic7
https://paperpile.com/c/VxPqqb/bqP7Y
https://paperpile.com/c/VxPqqb/c3Nts+lTixv+2i4gC
https://paperpile.com/c/VxPqqb/RQ7tf+OYMSb+IXzr9
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呼ばれる mRNA の品質管理機構によって分解されると考えられているが 88,89、PTC を

もつ一部の mRNA は NMD によって分解されずドメインが欠損したタンパク質として

翻訳され、それが疾患に関与することも報告されている 90。したがって翻訳開始点

（TIS）や翻訳終了点（TTS）に関する正確な情報は細胞内の翻訳制御および生命現象

を理解する上で重要である。 

いくつかのノンカノニカル ORF から翻訳されたタンパク質については実験的にその

存在が確かめられているものの、トランスレイトーム解析によって同定されたノンカ

ノニカル ORF の多くは、タンパク質レベルでの発現が確認されていない。さらに一般

的なプロテオーム解析から得られるタンパク質の定量値とトランスレイトーム解析か

ら得られる定量値は必ずしも一致しないことから 91、トランスレイトーム解析で同定

された ORF は実際に発現しているタンパク質を正確には反映できていない可能性があ

る。したがってプロテオーム解析による、発現しているノンカノニカルタンパク質を

直接同定する包括的な解析プラットフォームの構築が求められている。 

そこで本研究では、トランスレイトーム解析から予測したタンパク質配列データベ

ースの他に、リファレンス転写物配列データベースである GENCODE を用いて全転写

物配列を候補とした包括的なタンパク質データベースを作成し、プロテインターミノ

ミクスと組み合わせることで、実際に翻訳されているノンカノニカルタンパク質およ

びその翻訳開始点を同定した。さらに同定されたノンカノニカルタンパク質とトラン

スレイトーム解析で同定されたノンカノニカル ORF との比較を行った。そしてプロテ

インターミノミクスにより同定された翻訳開始点から、トランスレイトーム解析によ

らないタンパク質配列データベースの構築を行い、その性能を評価した。最後に構築

したデータベースとグローバルプロテオミクスおよびプロテインターミノミクスを用

いて、ヒト単球系白血病細胞株である THP-1 細胞のマクロファージへの分化に関与す

る可能性のあるノンカノニカルタンパク質の同定を行った。 

 

 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/e04Pa+6if4X
https://paperpile.com/c/VxPqqb/3TsB
https://paperpile.com/c/VxPqqb/kHaN
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第二節 タンパク質 N 末端解析によるノンカノニカルタンパク質の同定 

 

現在の LC/MS/MS によるショットガンプロテオミクスにおいて、タンパク質の同定

にはあらかじめ構築されたタンパク質配列データベースを必要とする。したがって、

トランスレイトーム解析によって同定された ORF 以外の領域から翻訳されているノン

カノニカルタンパク質の存在を確かめるためには、そのようなトランスレイトーム解

析を行わずに構築した包括的なタンパク質候補配列データベースが必要である。そこ

でリファレンス転写物データベースである GENCODE からダウンロードした全転写物

配列を前向きに 3 フレームで翻訳したタンパク質配列データベースを作成した

（GENCODE DB）。ただし、3 フレーム翻訳を行う際には終止コドンから次の終止コド

ンまでの間隔が短すぎると登録するタンパク質配列数が膨大となりペプチド同定の検

出力が低下するため、終止コドンの間隔が 300 塩基以上（アミノ酸 100 残基）離れた

配列のみを翻訳しデータベースに収録した。 

また、比較のためにトランスレイトーム解析によって同定された ORF を用いてタン

パク質配列データベースも作成した。HEK293T 細胞に対し Ribo-Seq を行ったデータセ

ットを NCBI GEO（Gene Expression Omnibus）からダウンロードし、RiboCode を用い

て Ribo-Seq ORF リストを取得した 92。さらに市原らが公開している、TISCA 法による

高精度に同定した HEK293T 細胞の翻訳開始点情報を用いて TISCA ORF リストを取得し

た。TISCA 法はリボソームの翻訳伸長を阻害するラクチミドマイシン処理した試料に

対し Ribo-Seq を行った GTI-Seq と、免疫沈降のステップによってリボソーム複合体の

位置をアッセイする Sel-TCP-Seq を組み合わせることで、既存手法よりも正確に翻訳開

始点を同定する手法である 47,93,94。これらの ORF リストをアミノ酸配列に翻訳し、

HEK293T 細胞を用いたトランスレイトーム解析によるタンパク質配列データベース

（Ribo-Seq DB、TISCA DB）を作成した。さらにリファレンスタンパク質配列データベ

ースである Swiss-Prot DB もダウンロードし、これらの Ribo-Seq DB、TISCA DB、

GENCODE DB、Swiss-Prot DB を結合させ、転写物配列を網羅的に含めたタンパク質配

列データベース（Comprehensive DB）を構築した。 

タンパク質の N 末端のアミノ酸はメチオニンアミノペプチダーゼによって除去され

ることや、発現しているタンパク質の約 8 割が N 末端のアミノ基にアセチル化修飾さ

れることが知られている。したがってタンパク質 N 末端のアセチル化は翻訳後に内因

性切断を受けておらず、その N 末端のアミノ酸または一つ前のアミノ酸がタンパク質

https://paperpile.com/c/VxPqqb/8Oyg0
https://paperpile.com/c/VxPqqb/1gd1P+2i4gC+5oo78
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の翻訳開始点である指標となる。そこで、タンパク質 N 末端ペプチド濃縮を行い、N

末端のアミノ基がアセチル化されている N 末端アセチル化ペプチドを用いて解析を行

った。また、翻訳開始点のメチオニン以外のアミノ酸から始まるペプチドを検出する

ために、ペプチド検索には N 末端側の酵素切断特異性を考慮しない N 末端セミスペシ

フィックサーチを採用した。さらに Swiss-Prot または GENCODE においてアノテーシ

ョンされている翻訳開始点から始まる N 末端アセチル化ペプチドを Annotated N-term、

CDS 内のアノテーションされていない翻訳開始点から始まる N 末端アセチル化ペプチ

ドを Alternative N-term、非翻訳領域の翻訳開始点から始まる N 末端アセチル化ペプチ

ドを Non-canonical N-term と定義した。 

タンパク質 N 末端ペプチドは、上述の TrypN と SCX を組み合わせた CHAMP-N 法に

よって濃縮し、高 pH 逆相クロマトグラフィーで前分画した後に LC/MS/MS で測定を

行った。上述のデータベースを用いて検索した結果、HEK293T細胞からそれぞれ1968、

394、100 種の Annotated N-term、Alternative N-term、Non-canonical N-term が同定さ

れた（図 13A）。その中でもノンカノニカルタンパク質由来の N 末端アセチル化ペプ

チドである Non-canonical N-term が Ribo-Seq DB、TISCA DB、GENCODE DB のいずれに

由来するかを確かめたところ、Ribo-Seq DB、TISCA DB 由来のタンパク質 N 末端ペプ

チドは 33 種である一方で、GENCODE DB のみにしか収録されていない配列から同定さ

れたタンパク質 N 末端ペプチドは 67 種同定された（図 13B）。また、33 種と 67 種の

ペプチドの信頼性を示すスコアには有意な差は見られなかった（図 13C）。このこと

から、トランスレイトーム解析によって予測された ORF 以外の領域から発現している

ノンカノニカルタンパク質に由来する N 末端アセチル化ペプチドが予測 ORF 領域由来

のものと比べ、2 倍程度多く同定されており、トランスレイトーム解析では実際に翻

訳が行われているノンカノニカル ORF を取りこぼしていることが示唆された。また、

タンパク質 N 末端解析によって同定された Non-canonical N-term の由来する転写物の

種類はほとんどが GENCODE にて Transcript biotype が protein coding と登録されてお

り、processed pseudogene 等の ORF がアノテーションされていない、すなわち翻訳さ

れると考えられていない転写物の割合は 11%程度であった（図 13D）。 

さらに、Annotated N-term、Alternative N-term、Non-canonical N-term から同定され

た翻訳開始点のコドンの割合を調べると、Annotated N-term はほぼすべてが ATG であ

ったが、Alternative N-term、Non-canonical N-term では ATG の割合がそれぞれ 55%、

14%程度であった（図 14A）。同定された ATG または near-cognate コドンの翻訳開始
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点周辺配列の塩基頻度を比較すると、Annotated N-term に対し Non-canonical N-term

においては+1 のアデニンの出現頻度は低くなっているものの、+5 のシトシンの出現頻

度が高くなっており、カノニカルなタンパク質とノンカノニカルなタンパク質におい

て翻訳開始点の認識配列が異なることが示唆された（図 14B）。 
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図 13. HEK293T 細胞から CHAMP-N 法と Comprehensive DB を用いて同定さ

れたタンパク質 N 末端ペプチドおよび翻訳開始点の特徴。（A）

Annotated N-term、Alternative N-term、Non-canonical N-term に分類さ

れた N 末端アセチル化ペプチドの同定数。(B) 各データベース由来する

Non-canonical N-term のオーバーラップ。（C）Annotated N-term、

Alternative N-term、および Ribo-Seq DB または TISCA DB に収録されて

いる配列由来の Non-canonical N-term と GENCDOE DB のみに収録され

ている配列由来の Non-canonical N-term のスコアの分布。（D）同定さ

れた Non-canonical N-term が由来する転写物の種類の割合。  
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図 14. 同定された翻訳開始点における塩基配列の特徴。（A）Annotated N-

term、Alternative N-term、Non-canonical N-term に分類された翻訳開始

点の開始コドンの割合。（B）Annotated N-term、Alternative N-term、

Non-canonical N-term における ATG および near-cognate コドンの周辺

配列のシークエンスロゴ。各位置の塩基の出現頻度には情報エントロピ

ーを用いて計算した。  
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第三節 タンパク質 C 末端解析によるノンカノニカルタンパク質の同定 

 
次にタンパク質 C 末端解析を用いてノンカノニカルなタンパク質の同定およびトラ

ンスレイトーム解析との比較を行った。データベースには第二節で構築した

Comprehensive DB を用い、タンパク質の C 末端側は終止コドンで必ず終了するため、

タンパク質 C 末端解析でのペプチド検索には酵素基質特異性を考慮するスペシフィッ

クサーチを採用した。また、Swiss-Prot または GENCODE の protein coding 転写物にお

いてアノテーションされている翻訳終止点で終わるタンパク質 C 末端ペプチドを

Annotated C-term、それらにアノテーションされていないタンパク質 C 末端ペプチドを

Non-canonical C-term と定義した。 

HEK293T 細胞を用い、CHAMP-C 法で調製したタンパク質 C 末端ペプチドを高 pH 逆

相クロマトグラフィーで前分画し、LC/MS/MS 測定および検索を行った結果、

Annotated C-term は 1424 種、Non-canonical C-term は 36 種同定された（図 15A）。

そして Non-canonical C-term のペプチドが Ribo-Seq DB、TISCA DB、GENCODE DB のい

ずれに由来するかを確かめたところ、Ribo-Seq DB、TISCA DB 由来のタンパク質 C 末端

ペプチドは 23 種である一方で、GENCODE DB のみにしか収録されていない配列から同

定されたタンパク質 C 末端ペプチドは 13 種同定された（図 15B）。また、23 種と 13

種のペプチドの信頼性を示すスコアには有意な差は見られなかった（図 15C）。この

結果からタンパク質 N 末端解析の結果と同様にトランスレイトーム解析によって同定

された ORF 以外の領域から発現しているノンカノニカルタンパク質が存在しているこ

とが示された。一方で、第二節とは異なり Ribo-Seq DB または TISCA DB のみに収録さ

れている配列に由来する Non-canonical C-term も同定されていた。これは、同定され

たペプチドが 300 塩基未満の短い終止コドン間隔の配列上の ORF に由来し、GENCODE 

DB に収録されていなかったことに起因していた。したがって、タンパク質 C 末端解析

ではタンパク質 N 末端解析に比べ、短い ORF に由来するペプチドを同定しやすい可能

性が示唆された。また、タンパク質 C 末端解析によって同定された Non-canonical C-

term は、未熟終始コドンが ORF 上に存在する nonsense mediated decay とアノテーシ

ョンされている転写物や、non-coding RNA などの翻訳されないまたはタンパク質をコ

ードしていないと考えられている転写物に由来している割合が高かった。これより、

タンパク質 N 末端解析と比較してタンパク質 C 末端解析では protein coding 以外の転
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写物に由来するノンカノニカルタンパク質の同定に有用であることが示唆された（図

13D、図 15D）。 
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図 15. HEK293T 細胞から CHAMP-C 法と Comprehensive DB を用いて同定さ

れたタンパク質 C 末端ペプチドの特徴。（A）Annotated C-term、Non-

canonical C-term に分類されたタンパク質 C 末端ペプチドの同定数。(B) 

各データベース由来する Non-canonical C-term のオーバーラップ。（C）

Annotated C-term、Ribo-Seq DB または TISCA DB に収録されている配

列由来の Non-canonical C-term と GENCDOE DB のみに収録されている

配列由来の Non-canonical C-term のスコアの分布。（D）同定された

Non-canonical C-term が由来する転写物のタイプ。 
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第四節 タンパク質末端解析データによる翻訳開始点予測 

 

 第二・三節の結果から、トランスレイトーム解析で同定された ORF は翻訳されうる

ノンカノニカルタンパク質配列を完全には網羅していないため、より包括的にノンカ

ノニカルタンパク質配列を収録したデータベースの構築が有用であることが示された。

しかし第二節で構築した全転写物配列を候補としたデータベース（Comprehensive DB）

では翻訳開始点を定めておらず N 末端セミスペシフィックサーチを必要とするため、

網羅性は高いもののサーチスペースが広く、検出感度が低いという問題がある。そこ

でプロテインターミノミクスで同定された翻訳開始点等のデータから翻訳開始点の予

測を行い、ノンカノニカルタンパク質を含むタンパク質配列データベースの構築を試

みた。 

 リファレンス転写物配列から翻訳開始点を予測するために、転写物と翻訳開始コド

ンの種類、翻訳開始点の周辺配列、そしてアノテーションされているカノニカルなタ

ンパク質の翻訳開始点との距離という 3 種類のパラメータを用いた。まず転写物の種

類について、第二・三節で同定されたノンカノニカルタンパク質のほぼすべてが 

GENCODE 上で protein coding、nonsense mediated decay、intron retention、lncRNA、 

psudogene transcript に分類されている転写物に由来していた（図 13D、図 15D）。ま

た翻訳開始コドンについては、特にノンカノニカルタンパク質の翻訳開始点において、

実際の翻訳開始点と考えられる ATG および near-cognate コドンの内、約 87%が ATG、

GTG、CTG、ACG で占められていた（図 14A）。そこで、上述の 5 種に分類されている

転写物配列に存在する ATG、GTG、CTG、ACG を翻訳開始点の候補とした。次に周辺配

列において、同定されたコーディング領域（Annotated N-term および Alternative N-

term）と Non-canonical N-term のそれぞれの翻訳開始点の周辺配列から各ポジション

における塩基の出現頻度を表した位置重み行列（PWM: Position Weight Matrix）を作成

し、翻訳開始点候補のコドン周辺配列から PWM スコアを計算した。同定された翻訳

開始点の周辺配列とランダムに抽出した ATG、GTG、CTG、ACG コドンの周辺配列の

PWM スコアに対して ROC 解析を行ったところ、コーディング領域およびノンカノニ

カルタンパク質の翻訳開始点において Youden index を用いたカットオフ値は 5.657、

6.843 であり、これらを PWM スコアにおける閾値として設定した（図 16A）。最後に

アノテーションされているカノニカルなタンパク質の翻訳開始点との距離について、

同定された翻訳開始点とアノテーションされている翻訳開始点との塩基数の差の分布
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について確かめると、翻訳開始点が存在する領域は一様ではなく、アノテーションさ

れているタンパク質の翻訳開始点の近傍に多いことが分かった（図 16B）。ノンカノ

ニカルタンパク質では 162 塩基上流、コーディング領域については 429 塩基下流に同

定された翻訳開始点の 90%が存在していた。そこでこれらの塩基数の差についてもカ

ットオフ値を設定し、PWM スコアのカットオフ値と両方を満たすコドンを翻訳開始点

とした。アノテーションされている翻訳開始点がない non-coding RNA については最も

上流の ATG コドンとの距離を計算した。これらのカットオフ値を満たす翻訳開始点か

ら最初に現れる翻訳終止点までの配列をタンパク質配列に翻訳し、メチオニン以外の

コドンから始まるタンパク質配列については一番目のアミノ酸をメチオニンに置換し

た配列も収録した。それらの配列と Swiss-Prot DB を結合させて、タンパク質末端解析

から作成したタンパク質データベース（Terminome DB）を構築した。構築したデータ

ベースを評価するために Ribo-Seq DB、TISCA DB および Swiss-Prot DB を結合させたタ

ンパク質配列データベース（Translatome DB）と、第二節で構築したデータベース

（Comprehensive DB）を用いて、CHAMP-NC 法で濃縮法したアセチル化タンパク質 N

末端ペプチドおよびタンパク質 C 末端ペプチドの同定を行った。Terminome DB およ

び Translatome DB についてはスペシフィックサーチを行い、Comprehensive DB につ

いては第二節と同様に N 末端セミスペシフィックサーチを行った。その結果、

Terminome DB では Translatome DB および Comprehensive DB よりもより多くタンパ

ク質 N 末端および C 末端ペプチドを同定していた。一方で、ノンカノニカルタンパク

質末端ペプチドの同定数においては Translatome DB の同定数よりも多かったものの、

Comprehensive DB よりは少なかった（図 17A、B）。また、Translatome DB において

同定されたノンカノニカルタンパク質末端ペプチドの内、Terminome DB においても同

定されていたのは約 69%であり、完全には網羅的していなかった（図 17C）。この結

果より、タンパク質レベルにおける翻訳開始点予測から作成したデータベースがノン

カノニカルタンパク質を含めた末端解析の同定に有用であるものの、今後さらなる検

討が必要であることが示唆された。 
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図 16. リファレンス転写物配列から翻訳開始点を予測するためのパラメータ。

(A) Non-canonical と CDS（Annotated と Alternative）における同定され

た翻訳開始点の周辺配列とランダムに抽出した ATG または near-

cognate コドンの周辺配列の PWM スコアにおける ROC 解析。 (B) Non-

canonical と CDS における同定された翻訳開始点とアノテーションされ

ている翻訳開始点との距離。 
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図 17. HEK293T細胞からCHAMP-NC法により調製したタンパク質末端ペプチ

ドを用いた Terminome DB、Translatome DB、Comprehensive DB の性

能の比較。 (A) 各データベースにおけるアセチル化タンパク質末端ペプ

チドおよびタンパク質 C 末端ペプチドの同定数。(B) 各データベースに

おけるノンカノニカルタンパク質由来のアセチル化タンパク質末端ペプ

チドおよびタンパク質 C 末端ペプチドの同定数。（C）Terminome DB、

Translatome DB において同定されたノンカノニカルタンパク質末端ペ

プチドのオーバーラップ。  
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第五節 ヒト単球細胞の分化条件下におけるノンカノニカルタンパク質大規模解析 

 

 最後に生物学的な試料に対しタンパク質末端解析および第四節で構築した

Terminome DB を用いて、生命現象に重要な役割を果たすタンパク質末端部位およびノ

ンカノニカルタンパク質の同定を行った。主に骨髄に存在する造血幹細胞から分化し

た単球細胞は、循環血液中白血球の約 10％を占め、炎症部位があると血管内から遊

走・集積し、マクロファージへと分化する。マクロファージは抹消組織における抗原

提示細胞として働くことで、宿主防御などの自然免疫反応、炎症及びその解消など

様々な生理的プロセスにおいて重要な役割を果たしている 95–97。そのため、ヒトの免

疫反応を把握するために、単球からマクロファージへの分化について理解することは

生物学的に重要である。 

ヒト単球性白血病細胞株である THP-1 細胞は、単球としての機能をもち、phorbol-

12-myristate-13-acetate（PMA）などの刺激により、マクロファージ様の性質を持つよ

うに分化するため、マクロファージに関する in vitro の研究で使用される 98,99。現在ま

で分化過程に関する研究は進められてはいるものの、PMA の濃度や暴露時間に応じて

分化後のタンパク質プロファイルが異なることが報告されるなど、単球からマクロフ

ァージへの分化の際のメカニズムについて不明な点が多く残されている 95。そこで分

化に関与するノンカノニカルタンパク質を同定するために、グローバルプロテオミク

スとプロテインターミノミクスを用いて PMA 刺激下と非刺激下の THP-1 細胞を比較し

た。PMA 処理によりマクロファージへの分化を誘導した THP-1 細胞および非処理の

THP-1 細胞からそれぞれ抽出したタンパク質溶液を 3 等分した後に、V8 プロテアーゼ、

TrypN およびトリプシンで消化した。それぞれの消化物に対し、上述した 3 種類の

CHAMP 法を用いてタンパク質末端ペプチドを濃縮した 100。トリプシン消化物に関し

てはグローバルプロテオミクスとプロテインターミノミクスを行うために TMTpro 標

識を行った後、一部をタンパク質末端ペプチド濃縮に用いた。酸化金属リガンド交換

クロマトグラフィーにおいて TMT 標識が濃縮に悪影響を及ぼすことが報告されている

ため、V8 プロテアーゼ消化物に対してはタンパク質 C 末端ペプチドの濃縮後に標識を

行った 101。その後高深度な解析を行うために、TMTpro 標識を行った試料に関しては

高 pH 逆相クロマトグラフィーで 24 画分に分画、TrypN に関しては同様に 6 画分に分

画し、それぞれの画分を LC/MS/MS で測定した（図 18）。 

https://paperpile.com/c/VxPqqb/epuOQ+n8VyE+ZfW6I
https://paperpile.com/c/VxPqqb/BRxUm+lUDcf
https://paperpile.com/c/VxPqqb/epuOQ
https://paperpile.com/c/VxPqqb/L6Kax
https://paperpile.com/c/VxPqqb/fFQkk
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 その結果、グローバルプロテオミクスおよびプロテインターミノミクスではそれぞ

れ 8068 種、3895 種の GENCODE または Swiss-Prot に登録されているタンパク質が同

定された。その中で共通同定されたタンパク質の割合はプロテインターミノミクスで

同定されたタンパク質の 86.2％であった（図 19A）。一方でノンカノニカルタンパク

質はそれぞれ 87 種、127 種が同定され、共通同定されたタンパク質の割合はプロテイ

ンターミノミクスで同定されたタンパク質の 11.8％であった（図 19B）。この結果か

ら、グローバルプロテオミクスとプロテインターミノミクスにおいて同定されたノン

カノニカルタンパク質の相補性は高く、組み合わせることでより包括的な解析が可能

であることが示された。 

 さらに、グローバルプロテオミクスおよびプロテインターミノミクスによって同定

されたノンカノニカルタンパク質の変動値と同じ遺伝子に由来するアノテーションさ

れたタンパク質の変動値を図 20 に示す。ノンカノニカルタンパク質とアノテーション

されたタンパク質が共に同定・定量された 70 種において逆向きの変動プロファイルを

示しているものは 9 種同定され（表 2）、その中の PlexinC1（PLXNC1）に着目し解析

を行った。PLXNC1 は神経回路の形成や免疫細胞の調節に関与するセマフォリンファミ

リーの一つであるセマフォリン 7A が結合する膜受容体である。さらに、PLXNC1 は細

胞の遊走や接着に関与しており、KO により細胞の遊走が亢進することが報告されてい

る 102,103。細胞の遊走を制御するため、マクロファージが遊走することで起こる肺線維

症やがんの転移などの疾病に関与することも知られている 102–105。今回の実験により

PLXNC1 上のアノテーションされている翻訳開始点から 124 塩基上流に存在する、25

残基の短いタンパク質由来の C 末端ペプチドを CHAMP-C 法にて同定した（図 21、

22）。同定されたペプチドの MS/MS スペクトルと Prosit により予測したスペクトルを

比較したところ 106,107、プロダクトイオンのパターンが類似しており、同定されたペプ

チドの配列が正しいことが示された（図 23）。また、サル、ウマ、マウスなどの他の

哺乳類の PLXNC1 遺伝子においても同定されたノンカノニカルタンパク質と同一もし

くは相同性の高い配列の存在が確認された（図 24A）。さらにアライメントされた 7

つの生物種（ヒト、チンパンジー、アカゲザル、イヌ、マウス、ラット、オポッサム）

のゲノムにより配列の保存度をスコア化した phastCons 7way を用いて、PLXNC1 の遺

伝子内におけるノンカノニカルタンパク質が由来する uORF（upstream ORF）の配列の

保存度を評価した 108。uORF、5’UTR、コーディング領域、3’UTR の配列に含まれる各

塩基のスコアの分布を比較したところ、uORF をコードするゲノム配列は他の非翻訳領

https://paperpile.com/c/VxPqqb/0c0Ag+xlngc
https://paperpile.com/c/VxPqqb/0c0Ag+xlngc+lbLfV+nLGr4
https://paperpile.com/c/VxPqqb/GnAam+h84qi
https://paperpile.com/c/VxPqqb/SB0oz
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域よりも有意に保存されていた（図 24B）。これらの解析より、このノンカノニカル

タンパク質は PLXNC1 遺伝子領域において生物種を超えて保存されており、生物学的

に重要な機能を持つことが推定される。さらに、PLXNC1 遺伝子のノンカノニカルタン

パク質とアノテーションされたタンパク質は PMA 刺激により、逆向きの変動プロファ

イルを示していることから、Medenbach らが報告したような、同じ遺伝子に由来する

uORF とアノテーションされた ORF の間に RNA 結合タンパク質が結合し翻訳制御を行

う機構の存在が示唆された 109,110。さらに PlexinC1 は自己免疫疾患やガンなどの様々な

疾患に関与しているため、このノンカノニカルタンパク質または翻訳調節システムが

治療標的となる可能性があり、今後の翻訳制御機構の解明が期待される。 

 このようにグローバルプロテオミクスに加えプロテインターミノミクスを用いるこ

とにより、より多くのノンカノニカルタンパク質を捉えることができた。その中で単

球からマクロファージへの分化という重要な生命現象に関与する可能性があるものも

同定できた。この解析技術を他の試料に応用することによりさらなる生命現象の理解

につながると考えられる。 

 

 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/yI5NT+d2f5d
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図 18. PMA 処理 THP-1 細胞グローバルプロテオミクスおよびプロテインター

ミノミクスのワークフロー。 
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図 19. THP-1 細胞からグローバルプロテオミクスおよびプロテインターミノミ

クスによって同定されたカノニカルタンパク質（A）およびノンカノニ

カルタンパク質（B）のオーバーラップ。  
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図 20. 分化におけるノンカノニカルタンパク質の変動値と同じ遺伝子に由来す

るアノテーションされたタンパク質の変動値。ノンカノニカルとカノニ

カルにおいて逆向きの変動プロファイルを示すものについて色をつけて

プロットした。赤いプロットは PMA 処理によりノンカノニカルタンパ

ク質が増加、アノテーションされたタンパク質が減少したもの、青いプ

ロットはノンカノニカルタンパク質が減少、アノテーションされたタン

パク質が増加したものを示す。  
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図 21. PLXNC1 の uORF とアノテーションされた ORF の翻訳開始点および同

定されたタンパク質 C 末端ペプチドの配列。 
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図 22. 同定されたPLXNC1のノンカノニカルタンパク質に由来するペプチドの

MS/MS スペクトル。スペクトルは MaxQuant から取得しており、多価

イオンのピークは一価にデコンボリューションされている。 
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図 23. 測定データと予測 MSMS スペクトルの比較。MS/MS スペクトルは

Prosit を用いて作成した。492.2 m/z のピークを 100％として正規化した。 
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図 24. （A）6 種の生物種の PLXNC1 の uORF 領域のアミノ酸配列に対するマ

ルチプルアライメントの結果。（B）phastCons 7way を用いたPLXNC1

の uORF、5’UTR、CDS、3’UTR の各領域における塩基の保存度を表す

スコアの分布。1 に近いほど保存されていることを示す。 
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第六節 結語 

 
本章では、当研究室で開発した包括的なタンパク質末端解析手法である CHAMP 法

と、リファレンス転写物配列から作成したタンパク質配列データベースを用いて、ノ

ンカノニカルタンパク質および翻訳開始点の同定を行った。トランスレイトーム解析

で同定された ORF と比較すると、トランスレイトーム解析では実際に発現されている

ノンカノニカルなタンパク質を完全には網羅できてはいないことが示された。そこで

タンパク質末端解析で同定されたノンカノニカルタンパク質および翻訳開始点の情報

を用いてタンパク質レベルでの翻訳開始点予測を行い、タンパク質配列データベース

を構築したところ、トランスレイトーム解析から構築したタンパク質配列データベー

スよりも多くのノンカノニカルなタンパク質を同定することに成功した。最後にタン

パク質末端解析から構築したタンパク質配列データベースとタンパク質末端解析手法

用いて、分化条件下における THP-1 細胞に応用した。その結果、アノテーションされ

たタンパク質とは逆向きの変動プロファイルを示す、分化に関与する可能性のあるノ

ンカノニカルタンパク質が同定された。これらの結果は、タンパク質末端解析がノン

カノニカルタンパク質の同定に有用であることを示しており、この解析手法を用いた

さらなる生命現象の解明が期待される。 
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結論 
 

本研究では、大規模ターミノミクスのための基盤技術開発およびノンカノニカルタ

ンパク質同定への応用を行い、以下の知見を得た。 

第一章では、ピペットチップ型ミニカラムによる配位子交換クロマトグラフィーを

用いた新規タンパク質 C 末端濃縮法の開発を行った。配位子交換担体として酸化セリ

ウムを用い、種々の移動相条件を検討した結果、ヒト子宮頸がん由来培養細胞から抽

出したタンパク質 30 µg を用いて 1,600 種以上のタンパク質 C 末端配列の同定に成功

した。既存手法と比較すると、濃縮にかかる時間は数時間から 10 分間程度に短縮でき、

約 1/10 程度の試料量で、より多くのタンパク質 C 末端が同定可能であった。本手法で

は、すべての同定ペプチドにおけるタンパク質 C 末端ペプチドの割合を 90%以上に高

めることが可能であり、20-30%程度の既存手法と比べ、高選択的かつハイスループッ

トなタンパク質C 末端ペプチド濃縮法であることが示された。さらに開発したCHAMP-

C 法に加え、トリプシンと SCX を用いた CHAMP-NC 法、および TrypN と SCX を用いた

CHAMP-N 法を組み合わせることを検討した結果、これらの手法で同定されたタンパク

質種には手法間の重複が少なく、計 90 µg のタンパク質からタンパク質 N 末端を計

1816 種、タンパク質 C 末端を計 2250 種同定することに成功した。これら CHAMP 法

3 種は互いに相補的であり、組み合わせることでより包括的なタンパク質末端配列解

析が可能であることが示された。 

第二章では、タンパク質末端解析技術を用いてノンカノニカルタンパク質の大規模

同定を行った。近年のトランスレイトーム解析の発展により、非翻訳領域に存在する

ノンカノニカルな ORF が大規模に同定されている。しかし、プロテインターミノミク

スとリファレンス転写物配列データベースである GENCODE を用いて構築した包括的

なタンパク質データベースによって同定したノンカノニカルタンパク質およびその翻

訳開始点と比較したところ、トランスレイトーム解析では実際に発現しているノンカ

ノニカルタンパク質を完全には網羅できていないことが示された。そこでタンパク質

末端解析で同定されたノンカノニカルタンパク質および翻訳開始点の情報を用いてタ

ンパク質レベルでの翻訳開始点予測を行い、タンパク質配列データベースを構築した。

このデータベースを用いることにより、トランスレイトーム解析から構築したデータ

ベースよりも多くのノンカノニカルなタンパク質が同定された。そしてタンパク質末
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端解析から構築したタンパク質配列データベースとタンパク質末端解析手法を用いて、

分化条件下における THP-1 細胞に応用したところ、アノテーションされたタンパク質

とは逆向きの変動プロファイルを示し、分化に関与する可能性のあるノンカノニカル

タンパク質の同定に成功した。 

以上より、筆者は高選択的かつハイスループットなタンパク質 C 末端ペプチド濃縮

法の開発し、大規模ターミノミクスのための基盤技術を確立した。濃縮に必要な試料

量が少ないため、臨床検体や生体組織試料や培養困難な微生物種など、希少試料の解

析に本研究が一助をなすと期待される。さらにタンパク質末端解析技術を用いてノン

カノニカルタンパク質同定のための解析プラットフォームを確立し、生物学的機能に

関与している可能性のあるノンカノニカルタンパク質を同定した。これらの解析プラ

ットフォームにより、未だ解明されていない生体内制御機構を明らかにし、さらなる

生命現象の理解につながることが期待される。 
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実験の部 

 

実験材料 

細胞株 

 HeLa（S3）細胞は、JCRB Cell Bank（大阪）より入手した。HEK293T 細胞は、RIKEN 

BRC Cell Bank（茨城）より入手した。THP-1 細胞は、東京医科歯科大学（東京）より

譲渡いただいた。 

 

試薬 

 ダルベッコ改変イーグル最小必須培地（D-MEM）、カナマイシン、リン酸塩緩衝生

理食塩水（PBS）、ジチオトレイトール（DTT）、ヨードアセトアミド（IAA）、デオ

キシコール酸ナトリウム（SDC）、N-ラウロイルサルコシン酸ナトリウム（SLS）、重

炭酸アンモニウム、Lys-C、V8 プロテアーゼ、酢酸、トリフルオロ酢酸（TFA）、25%

アンモニア水、およびアセトニトリル（ACN）、メタノール、Empore SDB-XC、酸化

セリウム（CeO2）、酸化ガリウム（Ga2O3）、酸化アルミニウム（Al2O3）は、富士フ

ィルム和光純薬工業（大阪）より購入した。Titansphere Phos-TiO（TiO2）は GL サイ

エンス（東京）から入手した。ZirChrom-PHASE（ZrO2）は ZirChrom Separations 

（Anoka、MN、USA）から購入した。トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris）

は Thermo Fisher Scientific（Waltham、MA、USA）から購入した。ポリエチレンフリッ

ト は Agilent Technologies 社 （ Santa Clara, CA ） か ら 購 入 し た 。 2-[4-(2-

hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid（HEPES）は同仁化学研究所（熊本）か

ら購入した。ウシ胎児血清（FBS）はLife Technologies（Grand Island、NY、USA）より

購入した。プロテアーゼ阻害薬カクテル、ホスファターゼ阻害剤カクテル、50%ヒド

ロキシルアミン、TrypN（LysargiNase）は Sigma-Aldrich より購入した。トリプシン

（シークエンスグレード）はプロメガ（Madison、WI、USA）より購入した。水は、

Millipore Milli-Q system（Bedford、MA、USA）で精製した。nanoEase M/Z Peptide BEH 

C18 analytical column（300 μm × 100 mm, 130 Å, 1.7 μm）、L-column3 C18（2.1 mm × 

150 mm, 110 Å, 3.0 μm）はジーエルサイエンスから購入した。Reprosil-Pur C18-AQ 3 

µm または 1.9 µm は Dr. Maisch（Ammerbuch、Germany）から購入した。 
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装置および測定条件 

HPLC 

ACQUITY UPLC H-Class Bio システム（Waters、Milford、MA、USA） 

Agilent 1100 シリーズ HPLC システム（Agilent、Santa Clara、CA、USA） 

LC-Mikros（島津製作所、京都） 

SHIMADZU Nexera X2 シリーズ UHPLC システム（島津製作所、京都） 

フラクションコレクター 

223 Sample Changer（Gilson、Middleton、WI、USA） 

NanoLC/MS/MS 

オートサンプラー  : HTC-PAL（CTC Analytics、Zwingen、Switzerland） 

    : WPS-3000（Thermo Fisher Scientific） 

送液ポンプ   : UltiMate 3000 UHPLC（Thermo Fisher Scientific） 

イオンモビリティ分析計 : FAIMS Pro （Thermo Fisher Scientific） 

質量分析計   : TripleTOF 5600+（SCIEX、Concord、ON、Canada） 

: Q Exactive（Thermo Fisher Scientific） 

    : Orbitrap Fusion Lumos（Thermo Fisher Scientific） 

    : Orbitrap Exploris 480（Thermo Fisher Scientific） 

 

全ての NanoLC/MS/MS 測定は、上述のオートサンプラー、送液ポンプ、イオンモビ

リティ分析計と、いずれかの質量分析計を接続し行った。データ取得は、オンライン

逆相ナノスケール液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析システムによるポジティ

ブモードでのデータ依存的分析（DDA）によって行われた。0.5% TFA、4% ACN 溶液

に溶解したペプチド試料から、オートサンプラーにより 5 µL を注入した。ポンプ流速

は 400 または 500 nL/min に設定した。移動相は、（A）0.5%酢酸（B）0.5%酢酸、

80% ACN を用いた。実験ごとの詳細を以下に示す。 

 

<<第一章>> 

NanoLC/MS/MS 分析は、Ultimate 3000 ポンプと HTC-PAL オートサンプラーに接続

した TripleTOF 5600+、Q-Exactive、または Orbitrap Exploris 480 で実施した。

TripleTOF 5600+システムでは、Reprosil-Pur 120 C18-AQ 3 μm を充填した自家製カラム

（長さ 150 mm、内径 100 μm、先端径 6 μm）を使用し 111、5%から 40% B まで 20 分

https://paperpile.com/c/VxPqqb/2SFTt


 
 

67 
 

間、40%から 99% B まで 1 分間、99% B で 4 分間の線形グラジエントによりペプチド

を分離した。スプレー電圧は 2.4 kV に設定し、MS スペクトルを m/z 300-1500 の範囲

にて取得した。各 MS スペクトルについては、トップ 10 モードにてプリカーサーイオ

ンを選択、四重極により単離し、rolling collision energy 機能により自動決定した値の

エネルギーで衝突誘起解離（CID）により開裂させ、高感度モードで m/z 80-1500 の範

囲にて MS/MS スペクトルを取得した。Q-Exactive システムでは、LC 条件は TripleTOF 

5600+システムと同じ条件を採用した。スプレー電圧は 2.4 kV、イオン導入管は 240 °C

に加熱した。MS スペクトルは、70,000 の分解能で取得した。フルスキャン自動利得

制御（AGC）ターゲット値は 3×106 で、最大注入時間 （MIT）は 100 ms とした。フル

スキャン質量範囲は 300-1500 に設定した。MS/MS スキャンの AGC ターゲット値は

1×105、MIT は 100 ms に設定した。分解能 17500 でデータを取得した。プリカーサー

イオンは規格化衝突エネルギー（NCE）27 で高エネルギー衝突解離（HCD）により断

片化された。四重極の分離幅は 2.0 m/z に設定し、フル MS スキャンの間に上位 10 プ

リカーサーイオンの MS/MS スキャンを取得した。 

Orbitrap Exploris 480 システムでは、Reprosil-Pur 120 C18-AQ 1.9 μm を充填した自家製

カラム（長さ 250 mm、内径 100 μm、先端径 6 μm）を使用し、5% B で 8.3 分間、5%

から 19% B で 92.2 分間、19%から 29% B で 34.5 分間、29％から 40% B で 15 分間、

40%から 99% B で 0.1 分間、その後 99% B で 4.9 分間の線形グラジエントによりペプ

チドを分離した。流速は 400 nL/min とした。エレクトロスプレー電圧はポジティブモ

ードで2.4 kV に設定した。質量分析は、FAIMS Pro インターフェースを用いて行った。

FAIMS は標準分解能に設定し、キャリアガスの総流量は 4.0 L/min とした。

Compensation Voltage（CV）は-40，-60，-80 を設定し，各 CV のサイクルタイムは 1

秒とした。MS スキャンの質量範囲は 300 から 1500 m/z で，分解能は 60,000，AGC タ

ーゲット値は 300％、最大注入時間は自動に設定した。MS/MS スキャンの分解能は

30,000、AGC ターゲット値、最大注入時間は自動とした。フラグメンテーションは、

NCE 30 の HCD で行った。 
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<<第二章>> 

NanoLC/MS/MS 分析は、Ultimate 3000 ポンプと WPS-3000 オートサンプラーに接続

した Orbitrap Exploris 480 システムで実施した。Reprosil-Pur 120 C18-AQ 1.9 μm を充

填した自家製カラム（長さ 250 mm、内径 100 μm、先端径 6 μm）を使用し、5% B で

8.3 分間、5%から 19% B で 92.2 分間、19%から 29% B で 34.5 分間、29％から 40% B

で 15 分間、40%から 99% B で 0.1 分間、その後 99% B で 4.9 分間の線形グラジエン

トによりペプチドを分離した。流速は 400 nL/min とした。エレクトロスプレー電圧は

ポジティブモードで 2.4 kV に設定した。TMTpro 標識ペプチドの測定においては MS ス

キャンの質量範囲は 375 から 1500 m/z で，分解能は 120,000，サイクルタイムは 1.5

秒、AGC ターゲット値は 100％、最大注入時間は自動に設定した。MS/MS スキャンの

分解能は 45,000、スキャンレンジの下限は 110 m/z、AGC ターゲット値は 200%、最

大注入時間は自動とした。四重極の分離幅は 0.7 m/z に設定し、フラグメンテーション

は、NCE 30 の HCD で行った。 

TMTpro 標識ペプチド以外の試料の測定においては、MS スキャンの質量範囲は 300

から 1500 m/z で，分解能は 60,000，サイクルタイムは 2 秒、AGC ターゲット値は

300％、最大注入時間は自動に設定した。MS/MS スキャンの分解能は 30,000、AGC タ

ーゲット値、最大注入時間は自動とした。四重極の分離幅は 1.6 m/z に設定し、フラグ

ンテーションは、NCE 30 の HCD で行った。 
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実験手法 

<<共通の部>> 

HeLa および HEK293T 細胞の培養 

HeLa 細胞および HEK293T 細胞は、直径 10 cm または 15 cm のディッシュで、10% 

FBS を含む DMEM 中で 80%コンフルエントになるまで培養された。細胞を氷冷した

PBS で 2 回洗浄し、セルスクレーパーを用いて回収し、遠心分離によりペレット化し

た。 

 

脱塩 

特に記載のない限り、SDB-XC StageTip に対し 112,113、buffer C（0.1% TFA、80% ACN）

による活性化、buffer D（0.1% TFA）による平衡化の後にペプチド試料を負荷し、

buffer D で洗浄の後、buffer C で溶出した。 

 

<<第一章>> 

タンパク質抽出・消化 

Hela 細胞ペレットから、相間移動可溶化法（PTS 法）174 による消化プロトコルを用

いてタンパク質を抽出・消化した。具体的には、細胞ペレットを、タンパク質ホスフ

ァターゼ阻害剤カクテル 1 及び 2 並びにプロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液（100 mM 

Tris-HCl、pH 9.0 中の 12 mM SDC、12 mM SLS）中に懸濁し、95 °C のヒーティングブ

ロック上で 5 分間インキュベートした後、20 分間超音波処理を行った。抽出したタン

パク質を BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）で定量し、10 mM DTT で 30

分間還元し、50 mM IAA で 30 分間暗所にてアルキル化した。特に記載のない限り、試

料は 50 mM 重炭酸アンモニウムで 5 倍に希釈し、V8 プロテアーゼ［酵素：基質＝1：

20（w／w）］を添加し 37℃で一晩インキュベートした。消化後、等量の酢酸エチル

を加え、TFA で溶液を酸性にした。2 分間振とうした後、15800×g で 2 分間遠心分離

し、水相と有機相を完全に分離し、有機相を除いた。水相を減圧遠心濃縮機により乾

固させ、0.5% TFA に再溶解後、SDB-XC StageTip を使用して脱塩した。 

HEK293T 細胞ペレットについてはプロテアーゼ阻害剤を含むの緩衝液（100 mM 

HEPES-HCl（pH 8.5）、12 mM SDC、12 mM SLS）中に懸濁し、95 °C のヒーティングブ

ロック上で 5 分間インキュベートした後、20 分間超音波処理を行った。抽出したタン

https://paperpile.com/c/VxPqqb/eUkVl+EWYGc
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パク質を BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）で定量し、10 mM DTT で 30

分間還元し、50 mM IAA で 30 分間暗所にてアルキル化した。トリプシン/LysC で消化

する場合には、試料は 50 mM 重炭酸アンモニウムで 5 倍に希釈し、LysC［酵素：基質

＝1：100（w／w）］により 37 ˚C にて 3 時間消化した後、トリプシン［酵素：基質＝

1：100（w／w）］を加えて一晩消化した。V8 プロテアーゼで消化する場合には、試

料は 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.8）で 5 倍に希釈し、酵素：基質＝1：20（w／w）で

添加し 37℃で一晩インキュベートした。TrypN で消化する場合には試料は 10 mM CaCl2

で 10 倍に希釈し、酵素：基質＝1：100（w／w）で添加し 37℃で一晩インキュベート

した。消化後、等量の酢酸エチルを加え、TFA で溶液を酸性にした。2 分間振とうし

た後、15800×g で 2 分間遠心分離し、水相と有機相を完全に分離し、有機相を除いた。

水相を減圧遠心濃縮機により乾固させ、0.5% TFA に再溶解後、SDB-XC StageTip を使

用して脱塩した。 

 

 

酸化金属リガンド交換クロマトグラフィー 

ポリエチレンフリットを 16 ゲージのニードルでくり抜き、200 µL サイズのピペッ

トチップにセットした。酸化金属粒子をメタノールに懸濁し、ピペットチップにロー

ドした後、遠心分離により充填することで MOLEX 用のミニカラムを作製した。各酸化

金属粒子の充填量は 5 µg のペプチドに対し、それぞれ TiO2 は 10 mg、ZrO2 は 10 mg、

CeO2 は 15 mg、Al2O3 は 30 mg、Ga2O3 は 40 mg を充填した。移動相には、様々な pH 値

の緩衝液をアセトニトリルと 60:40 で混合したものを使用した。なお、pH はアセトニ

トリル非存在下で測定した。脱塩したペプチドサンプルを減圧遠心濃縮機濃縮機

（Thermo Fisher Scientific）で乾燥、pH 5 の移動相で再溶解させ、200 µL の移動相で

平衡化した MOLEX カラムにロードした。溶出画分を回収し、1% TFA で 10 倍に希釈

した後、SDB-StageTips で脱塩した。 

 

高 pH 逆相分画 

200 μg の HeLa 消化物から得られたタンパク質 C 末端ペプチドを、LC-Mikro、オフ

ラインフラクションコレクターユニット付き HTC-PAL オートサンプラー、Waters 

nanoEase M/Z Peptide BEH C18 analytical column（300 µm × 100 mm, 130 Å, 1.7 µm） で

分画した。本システムの移動相には、（E）2.5 mM 重炭酸アンモニウムおよび（F）
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2.5 mM 重炭酸アンモニウム、80%アセトニトリルを使用した。流速は 5 µL/min に設

定し、2.5%から 45% F まで 30 分間、45%から 99% F まで 1 分間、そして 99% F まで 

4 分間の線形グラジエントでペプチドを分離した。各画分を 90 秒間隔で 24 画分を分

取した後、6 画分離れた画分同士を混合させた。減圧遠心濃縮機 で濃縮後、各フラク

ションを 0.5% TFA を含む 4%アセトニトリルに再溶解し、LC/MS/MS で測定した。 

 

タンパク質 N 末端ペプチド濃縮 

 16G サイズの Cation-SR2 枚を 200 µL サイズのピペットチップにセットし、メタノー

ル 50 µL、buffer C 50 µL、buffer G（1 M NaCl、30％ ACN）100 µL、buffer H（0.5％ TFA、

30% ACN）300 µL で順に活性化及び平衡化を行った。Buffer H 50 µL に溶解させた

TrypN 消化物をロードし、さらに buffer H 50 µL で溶出した画分（計 100 µL）を回収

した。回収した画分は減圧遠心濃縮機によって乾固させ LC/MS/MS で測定した。 

 

タンパク質 N および C 末端ペプチド濃縮 

  16G サイズの Cation-SR2 枚を 200 µL サイズのピペットチップにセットし、メタノー

ル 50 µL、buffer C 50 µL、buffer G 100 µL、buffer I（0.125％ TFA、30% ACN）300 µL

で順に活性化及び平衡化を行った。Buffer I 50 µL に溶解させたトリプシン/LysC 消化

物をロードし、さらに buffer I 50 µL で溶出した画分（計 100 µL）を回収した。回収し

た画分は減圧遠心濃縮機によって乾固させ LC/MS/MS で測定した。 

 

 

LC/MS/MS データベース検索 

TripleTOF 5600+ で取得した MS データは、AB SCIEX MS Data Converter を使用して 

mzML 形式に変換した。得られた mzML ファイルおよび Q-Exactive または Orbitrap 

Exploris 480 質量分析計で取得した MS データは、FragPipe（ver.16.0）を介してダウン

ロードしたアイソフォームを含むヒト蛋白質の UniProtKB データベース（42,360 エン

トリー、2021_08）に対して、 MSFragger（ver. 3.3）と Philosopher（ver. 4.0. 0）を用

いてペプチドおよびタンパク質同定を行った 16,114。酵素の切断特異性については、Glu

と Asp の C 末端側における切断を設定し、2 回の切断ミスまで許容した。システイン

のカルバミドメチル化を固定修飾として、メチオニンの酸化を可変修飾として設定し

https://paperpile.com/c/VxPqqb/4ZaHj+touLl


 
 

72 
 

た。FDR（false discovery rate）は、PSM およびタンパク質レベルの両方で 0.01 に設定

した。 

CHAMP 法による 3 種の酵素で調製したサンプルについては、Orbitrap Exploris 480 

質量分析計で取得した MS データを Proteowizard MS convert を用いて mzXML ファイ

ルに変換した後 MaxQuant（ver. 1.6.17）でペプチドおよびタンパク質同定を行った。

トリプシンおよび TrypN の切断特異性については、それぞれ Lys と Arg の C 末端側お

よび N 末端側における切断を設定し、2 回の切断ミスまで許容した。システインのカ

ルバミドメチル化を固定修飾として、メチオニンの酸化とタンパク質末端アセチル化

を可変修飾として設定した。FDR は、PSM およびタンパク質レベルの両方で 0.01 に設

定した。 
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<<第二章>> 

THP-1 細胞培養及び PMA 刺激 

 THP-1 細胞は RPMI1640 に 10%の FBS を加えた培地で培養し、PMA 刺激の細胞につ

いては 10 ng/mL となるように添加し、72 時間インキュベートを行った。その後上清

の除去、PBS による洗浄を行い、セルスクレーパーを用いて細胞を回収した。その後

さらに PBS で洗浄し、遠心分離によりペレット化した。非刺激の細胞については 72 時

間培養後、上清の除去、PBS による洗浄を行い、遠心分離によりペレットとした。 

 

 

タンパク質抽出・消化 

HEK293T 細胞または THP-1 細胞ペレットから、相間移動可溶化法（PTS 法）による

消化プロトコルを用いてタンパク質を抽出・消化した。具体的には、細胞ペレットを、

プロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液（100 mM HEPES-HCl、pH 8.5 中の 12 mM SDC、12 

mM SLS）中に懸濁し、95 °C のヒーティングブロック上で 5 分間インキュベートした

後、20 分間超音波処理を行った。抽出したタンパク質を BCA Protein Assay Kit

（Thermo Fisher Scientific）で定量し、10 mM DTT で 30 分間還元し、50 mM IAA で 30

分間暗所にてアルキル化した。その後、試料は 50 mM 重炭酸アンモニウムで 5 倍、50 

mM リン酸塩緩衝液（pH 7.8）で 5 倍、10 mM CaCl2 で 10 倍に希釈した。重炭酸アン

モニウムで希釈したものは、Lys-C で 37 ˚C にて 3 時間消化した後、トリプシン［酵

素：基質＝1：100（w／w）］を添加し 37 ˚C で一晩消化した。リン酸塩緩衝液で希釈

したものは V8 プロテアーゼ［酵素：基質＝1：20（w／w）］を添加して 37 ˚C で一晩

インキュベートした。CaCl2 で希釈したものは TrypN を添加して 37 ˚C で一晩インキュ

ベートした。消化後、等量の酢酸エチルを加え、TFA で溶液を酸性にした。2 分間振

とうした後、15800×g で 2 分間遠心分離し、水相と有機相を完全に分離し、有機相を

除いた。水相を減圧遠心濃縮機により乾固させ、0.5% TFA に再溶解後、SDB-XC 

StageTip を使用して脱塩した。 
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強陽イオン交換クロマトグラフィー 

 Agilent 1100 シリーズ HPLC システム（Agilent、Santa Clara、CA、USA）、Bio SCX 

NP5 PK（4.6 mm×150 mm, non-porous, 5 µm）で濃縮を行った。システムの移動相には

（J）7.5 mM Phosphate buffer（pH 2.2）、30% ACN および（K）7.5 mM Phosphate 

buffer（pH 2.2）、500 mM KCl、30% ACN を使用した。流速は 0.8 mL/min に設定し、

2%K で 5 分間、2%から 15%K まで 20 分間、15%から 100%K まで 15 分間、そして

100%K で 10 分間の線形グラジエントでペプチドを分離し、t0 から 8 分間移動相を回

収した。回収した画分は減圧遠心濃縮機によって乾固、buffer D で再溶解し SDB-

StageTips で脱塩した。 

 

 

酸化金属リガンド交換クロマトグラフィー 

ポリエチレンフリットを 4 mm 径のコルクボーラーでくり抜き、1000 µL サイズのピ

ペットチップにセットした。CeO2 粒子 300 mg をメタノールに懸濁し、ピペットチッ

プにロードした後、遠心分離により充填することで MOLEX 用のミニカラムを作製した。

Buffer L（50 mM 5-アミノ吉草酸-HCl 1 M NaCl/ACN = 60/40） 1000 µL で平衡化し、

buffer L 500 µL に溶解させた V8 プロテアーゼ消化物 100 µg をロードし、さらに buffer 

L 500 µL で溶出した画分（計 1000 µL）を回収した。回収した後、減圧遠心濃縮機によ

って乾固、buffer D で再溶解し SDB-StageTips で脱塩した。 

 

 

高 pH 逆相クロマトグラフィー分画 

 HEK293T 細胞由来のペプチドについては、ACQUITY UPLC H-Class Bio システム、オ

フラインフラクションコレクターユニット付き HTC-PAL オートサンプラー、L-

columns 3 C18（2.1 mm×150 mm, 110 Å, 3 µm）で分画した。本システムの移動相には、

（E）および（F）を使用した。流速は 0.4 mL/min に設定し、5%から 45% F まで 15 

分間、45%から 99% F まで 1 分間、そして 99% F まで 5 分間の線形グラジエントまた

は 5%から 55% F まで 15 分間 55%から 99% F まで 1 分間、そして 99% F まで 5 分間

の線形グラジエントでペプチドを分離した。各画分を 80 秒間隔で 12 画分を分取した

後、6 画分離れた画分同士を混合させた。減圧遠心濃縮機 で濃縮後、各フラクション

を 0.5% TFA を含む 4%アセトニトリルに再溶解し、LC/MS/MS で測定した。 
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THP-1 細胞由来のペプチドについては、SHIMADZU Nexera X2 シリーズ UHPLC シス

テム、オフラインフラクションコレクター 223 Sample Changer、L-columns 3 C18（2.1 

mm × 150 mm, 110 Å, 3 µm）で分画した。流速は 0.2 mL/min に設定し、2%から 12.5% 

F まで 2.5 分間、12.5%から 50% F まで 57.5 分間、50%から 99% F まで 5 分間、そし

て 99% F で 5 分間の線形グラジエントでペプチドを分離した。各画分を 80 秒間隔で

48 画分を分取した後、24 画分離れた画分同士を混合させた。減圧遠心濃縮機 で濃縮

後、各フラクションを 0.1% TFA で再溶解させ脱塩した後に乾固し、0.5%TFA を含む 

4%アセトニトリルに再溶解させ、LC/MS/MS で測定した。 

 

 

TMTpro 標識 

消化ペプチドまたは濃縮リン酸化ペプチドを乾燥させ、200 mM HEPES pH 8.5 緩衝

液に再溶解し、ACN に溶解した TMTzero または TMT10plex 標識試薬と混合し、室温

で 1 時間静置した。最終濃度 0.33%になるようにヒドロキシルアミンを加えて反応を

停止した後、試料を 1% TFA 溶液により溶液を酸性にし、ACN 濃度が 5%未満になるよ

うに希釈し、SDB-XC StageTip を用いて脱塩した。50 µg の消化物を、緩衝液 50 µL と

100 µg の TMT 試薬を含む ACN 5 µL からなる 55 µL の反応液中で標識した。リン酸化

ペプチド濃縮後の試料は、緩衝液 5 µL と TMT 試薬を含む ACN 5 µL からなる 10 µL の

反応液中で標識した。 

 

 

Ribo-Seq と TISCA による ORF 予測 

HEK293T 細胞を用いたリボソームプロファイリングデータを NCBI GEO（Gene 

Expression Omnibus）からダウンロードして使用した（GSE174329, n = 2）。低品質の

リードは FASTX-Toolkit の fastq_quality_trimmer と fastq_quality_filter を用いて除外し

た。STAR115 を用いてヒトリボソーム RNA 配列にアラインメントされたリードを除去

し、残ったリードについて STAR を用いてヒトトランスクリプトーム（GRCh38.p13）

とヒトゲノム（hg38）にアラインメントした。多重マッピングは許容した。マッピン

グ済みファイルを用いて、RiboCode92 を用いて ORF 予測を実行した。21 nt 及び 29 nt

の 3 塩基周期性を満たすリードを解析に用い、P サイトオフセットは 12、開始コドン

には ATG, CTG, TTG, GTG, AGG, ACG, AAG, ATC, ATA, ATT を設定した。また、アーティフ

https://paperpile.com/c/VxPqqb/FprmQ
https://paperpile.com/c/VxPqqb/8Oyg0
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ァクト由来の配列を除くため Ribo-Seq および RNA-Seq で TPM が共に 0.1 以上の配列

をデータベースに使用した。TISCA によって同定された ORF 配列はオリジナルの論文

からダウンロードすることで取得した。取得した ORF 配列をアミノ酸配列に変換する

ことでタンパク質配列データベースを構築した。 

 

 

 

LC/MS/MS データベース検索 

1 種の酵素で調製したサンプルについては、FragPipe（ ver.18.0）を介した

MSFragger（ver. 3.5）と Philosopher（ver. 4.4. 0）を用いて、3 種の酵素で調製したサ

ンプルについては、MaxQuant（ver. 1.6.17）を用いてペプチドおよびタンパク質同定

を行った 15。酵素の切断特異性については、トリプシンおよび TrypN の切断特異性に

ついては、それぞれ Lys と Arg の C 末端側および N 末端側における切断を設定し、V8

プロテアーゼの切断特異性についてはGlu とAsp のC 末端側における切断を設定した。

それぞれ 2 回の切断ミスまで許容した。システインのカルバミドメチル化を固定修飾

として、メチオニンの酸化とタンパク質末端アセチル化を可変修飾として設定した。

FDR（false discovery rate）は、PSM およびタンパク質レベルの両方で 0.01 に設定した。 

 

 

タンパク質定量・正規化・欠損値の補完 

TMT レポーターイオンの定量値およびラベルフリー測定での定量値において、各チ

ャンネルおよび測定の中央値が等しくなるように正規化し、PMA 処理有り無しともに

2 回以上定量値が計算できているものを解析に用いた。欠損値については R の

imputeLCMD パッケージによって、最小値を中心とするガウス分布に基づいて補完し

た。 

  

https://paperpile.com/c/VxPqqb/eyv0n
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データ解析 

  翻訳開始点周辺配列のシークエンスロゴの作成は Weblogo を用いて行った 116。

PWM の作成および PWM スコアの計算は、RNA 配列に対し、今村らが以前に報告した

方法を用いて行った 117。各翻訳終止点周辺の-6 から+9 塩基の PWM における値を足し

合わせ、PWM スコアとした。マルチプルアライメントは MAFFT118 を用いて行った。

phastCons スコアの計算は Bioconductor の phastCons7way.UCSC.hg38 パッケージを用

いて計算した 119。 
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