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MASCOT 基礎事項

・MS, MS/MS のスペクトルデータを基にした

蛋白質 / ペプチド 同定 概論

・MASCOT 検索パラメータの説明と

検索結果の見方
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マトリックスサイエンス株式会社

高江洲 宏智

・PMF (Peptide Mass Fingerprinting)

MS のスペクトルデータ から タンパク質 同定

・MIS (Mascot Ions Search)

MS / MS のスペクトルデータ から ペプチド 同定

・ Protein Identification (同定) 
≠「リストアップされたタンパク質の存在を

100% 保障する」

MS, MS/MS のスペクトルデータと
タンパク質 / ペプチド 同定
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・ NCBInr
NCBIで公開されている、nr(non-redundant )タンパク質
データベース。データ数約1100万件。名前と違い網羅性高い
（冗長性も高い）。配列相同性検索などにも利用。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast_databases.shtml など

・ Swiss-Prot  
EBI で公開されている。データ数約52万件。論文情報などの
アノテーションが豊富。

http://au.expasy.org/sprot/

・ IPI (human など)
EBIで公開されている。データ数約 8 .7万件。網羅性高く冗長性が
低いので、生物種が適合すれば最もお勧め。

http://www.ebi.ac.uk/IPI/Algorithm.html

MASCOT で使用しているデータベース
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* データ数は2010年6月現在

• 832.662
• 903.342
• 1186.439
• 1373.681
• 1403.722
• 1515.444
• 1617.857
• 1727.916
• 1743.951
• 1759.966
• 1788.721
• 1804.71
• 1818.963
• 2159.143
• 2174.812
• 2190.112
• 2256.871
• 2273.266
• 2288.489

PMF 同定結果例 – OPSD_HUMAN
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• 832.662
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• 1788.721
• 1804.71
• 1818.963
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OPSD_HUMAN  同定Database SwissProt

Taxonomy Human

Enzyme Trypsin

Missed 

Cleavage

1

Fixed mod なし

Var mod なし

Protien mass なし

Peptide tol ±0.4 Da
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Probability based Scoring - MASCOT
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Random match or not ?

P ... ランダムマッチだったとした場合の確率
(1/10,000  、1/1,000,000 など)

Score  = - 10log P
例 )  
P が100万分の１、10-6 なら
Score は 60
P が 1億分の１、10-8  なら
Score は 80

各タンパク質のScore

同定基準値

データベースのサイズ（総エントリー数）を
基に、期待値が0.05となるような Pを算出し、
その時のスコアを同定基準値とする

MS/MS のスペクトルデータと
データベース検索
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Precursor   
スペクトル

1段階目

プロダクトイオン
スペクトル

2段階目

MGLSDGEWQLVLNVWGK
VEADIPGHGQEVLIR LFK
GHPETLEK FDK FK HLK
SEDEMK ASEDLK K
HGATVLTALGGILK K K

myoglobin MGLSDGEWQLVLNVWGK

VEADIPGHGQEVLIR

HGATVLTALGGILK

GHPETLEK

1931.97

1632.87

910.46

1350.81

b y

--- V ---

229.1183 E 1533.8020 

300.1554 A 1404.7594 

415.1823 D 1333.7223 

528.2664 I 1218.6953 

625.3192 P 1105.6113 

682.3406 G 1008.5585 

819.3995 H 951.5370 

876.4210 G 814.4781 

1004.4796 Q 757.4567 

1133.5222 E 629.3981 

1232.5906 V 500.3555 

1345.6747 L 401.2871 

1458.7587 I 288.2030 

--- R 175.1190 

Precursor の情報を基に
ペプチドの質量を特定

マッチング

http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=5.5.0&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2 H3 N1 O1&max_charge=1&sequence=MGLSDGEWQLVLNVWGK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=5.5.0&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2 H3 N1 O1&max_charge=1&sequence=VEADIPGHGQEVLIR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=5.5.0&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2 H3 N1 O1&max_charge=1&sequence=HGATVLTALGGILK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=5.5.0&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2 H3 N1 O1&max_charge=1&sequence=GHPETLEK&


MIS はペプチドを同定するが、タンパク質
を一意に絞れないケースがある
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Protein A

Protein B

Protein C

Peptide 1

Peptide 1

Peptide 2

Peptide 2

Peptide 3

Peptide 3

・Peptide 1 ～ 3 が同定された場合、
Protein A,D が存在する可能性が最も高いが、Protein B や
Protein C については、あるともないとも言い切れない

・ Protein A とペプチドのヒットの仕方が同じである
Protein D については、区別がつけられない

Protein D Peptide 1 Peptide 2 Peptide 3

MASCOT Server システム (local版)
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インターネット

利用者 PC

MASCOT Server 

MASCOT Server … WEBアプリケーションソフトウェア。
通常、弊社から PCとセットでご購入頂いております。

学内 / 社内
ネットワーク

装置付属解析PC

質量分析装置

質量分析装置用の
Closed ネットワーク
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横軸： MASCOT Score
縦軸：タンパク質数

MASCOT スコア分布。緑の網掛けの
一番右側（このケースでは70）が
同定基準値

PMF 検索結果の見方 – グラフ

検索後、同定できたかは一目でわかる

失敗 成功
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→ スコア分布のグラフで、緑の網掛けから出ているタンパク質があるかどうか

→再検索 →結果の検証
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・タンパク質の ID, 質量, Score,期待値, 
マッチしたペプチド数、Description

・タンパク質のID はハイパーリンクに
なっている。クリックすると、より
詳細な検証ができるWEBページへ

（Protein View）。

PMF 検索結果の見方 – タンパク質

同定基準値を超える = 試料内に必ず存在する？
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→ No
[理由]

・検索エンジンの間違い

・Taxonomy の違い

・データベースが不十分
(特に“重複”が問題)

[対処法]

・目視による結果検証

・ Taxonomy の検討

・ MS/MS 検索
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MIS 検索結果の見方

スコア分布。ただし
Protein Score なので注意

ヘッダー。検索日,検索対象データベース、検索日、
基準スコアを超えるタンパク質に関する情報
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MIS 検索結果の見方

Query以下、MS/MS のスペクトルデータを基に同定されたペプチドの情報

Query : MS/MS の番号。ペプチドの質量換算で小さい順に１から番号が
ついている

Observed : Precursor のm/z 
Mr (expt): Precursor のm/z と charge を基に算出されたペプチドの質量
Mr (calc): データベース側のペプチド質量理論値
Score :  スコア。ペプチドの確からしさを表す。
Peptide : ペプチドのアミノ酸配列
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MIS 検索結果の見方

タンパク質の ID 部分をクリック
→ Protein View

Query 番号部分をクリック
→ Peptide View

Protein の Score
各ペプチドの Score を基に

算出されている。

Standard Scoring の場合
各ペプチドのScoreの和

MUDPIT Scoring の場合
信頼性の高いペプチドのみを使用、同
定基準値を超えた分だけスコアを加算


