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１）修飾・アミノ酸置換解析 Error Tolerant Search

２）同定基準スコアの有効性検証 Decoy Search

３）定量解析（emPAI、Distillerを用いた各種定量手法）

４）その他 技術トピックスとMASCOT(並びに関連製品)

との繋がり

本日の内容
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１）修飾・アミノ酸置換解析
Error Tolerant Search
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ペプチドとマッチしなかったスペクトルを詳しく解析する
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Total peptides 283 

Peptides above homology threshold  71

peptides unmatched 212

ペプチドとマッチしないスペクトル
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なぜマッチしないの？
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ペプチド配列とマッチしないスペクトル : 理由

[装置の精度]
・ ペプチドの質量とデータベースのペプチド理論質量が

誤差範囲内でマッチしない

・ フラグメントイオンの質量と理論質量が誤差範囲内でマッチしない

[スペクトルの質（精度以外）]
・ プロダクトイオンスペクトルがプアで十分なマッチングが見られない

・ データベースとサンプルの配列が一致しない。
SNPs, データベース側のエラーなど

・ 予期せぬ修飾

・ 予期せぬ（非特異的な）ペプチド切断

Error Tolerant 

検索対応可能
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Error Tolerant Search 手順

■ 2回の検索を行う

・1回目は通常の検索

・1回目の検索で、a) 気になったタンパク質を自身で選択

b) 同定基準を超えるタンパク質を自動的に選択 の

いずれかの方法でタンパク質を選択

・2回目の検索で、選ばれたタンパク質について、

アミノ酸配列の置換 / 非特異的な切断 / 翻訳後修飾

を網羅的＊に考慮した再検索を実施

Creasy, D. M. and Cottrell, J. S., Error tolerant searching of uninterpreted
tandem mass spectrometry data, Proteomics 2 1426-1434 (2002)
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Error Tolerant Search 実施前
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Error Tolerant Search – 非特異的ペプチド切断

トリプシン断片ではない
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Error Tolerant Search – アミノ酸置換、修飾

質量のズレから、修飾・アミノ酸の置換の両方を検証
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２）同定基準スコアの有効性
検証 Decoy Search
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MASCOTの同定基準を保証する
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Molecular & Cellular Proteomics
http://www.mcponline.org/misc/ParisReport_Final.shtml

For large scale experiments, provide the results of 
any additional statictical analyses that indicate or 
establish a measure of identification certainty, or 
allow a determination of false-positive rate, e.g., 
the results of randomized database searches or 
other computational approaches.
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用語の確認
(Terminology)

False Discovery Rate

= FP / (FP + TP)

True Positive Rate

= TP / (TP + FN)

False Positive Rate

= FP / (FP + TN)

閾値

② False Positive

Significant HitsRandom Hits

① True Positive
④False Negative

③True Negative

True False

True
True 

positive

False 

positive

False
False 

negative

True 

negative

The MS/MS spectrum comes from 

a peptide sequence in the DB 

Search reports 

a match to the 

correct sequence 
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FDR 計算方法

■ 同定基準を超えるスペクトル 3290
（FP + TP）

■ 丌正解なのに、基準を超えているスペクトル わからない
（本来のFP)

■ でたらめな配列のデータベースに対して
検索を行い、同定基準を超えたスペクトル 8

FDR : ８ ／ ３２９０ ＝ 0.24 %

→ この数字を FP として計算に利用

Elias, J. E., et al., Comparative evaluation of mass spectrometry platforms used in 

large-scale proteomics investigations, Nature Methods 2 667-675 (2005). 

http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth785
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FDR トピックス

■ 検証時の目安は FDR < 5%(or 1%)以下

■ FDR 計算方法は千差万別

- FP,TPの数え方に多様性。標準手法なし

- MASCOT の方法は比較的シンプル

- 論文などでは都合良い方法を各自勝手に

選択しているのが現状

■ FDRを同定基準として利用する方法も。FDRを基
準とすることで複数DB検索結果の結合も容易に
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３）定量解析
emPAI , Distillerを用いた

各種定量手法
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変動解析
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Spectral Counting 

■ 量が多いタンパク質は、検索後アサイン

されるペプチド数も多い、という経験が
基となっている

■ 各種補正 (タンパク質の大きさ、実験差 etc)

■ 適用範囲、用法、誤差など要検討
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emPAI (Exponentially Modified Protein 

Abundance Index)

■ Nobserved アサインされたペプチドの数
scoreがhomology threshold 以上でユニークなペプチドであること。

電荷が別なら配列同じでも OK [論文とMASCOTで同じルール]

Ishihama, Y., et al., Exponentially modified protein abundance index (emPAI) for estimation of absolute protein amount 

in proteomics by the number of sequenced peptides per protein, Molecular & Cellular Proteomics 4 1265-1272 (2005)

■ Nobservable 理論的に生成されたペプチドの数
- 理論ペプチド生成時消化酵素設定 [MASCOT：特異性無視]

- mass range  制限 [MASCOT：Serverでの制限のみ]

- retention time 制限 [MASCOT：使用しない]

- length 制限 [MASCOT :Server での制限のみ]
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emPAI 表示例
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SILAC解析例
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iTRAQ 解析例
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４）その他 技術トピックスと
MASCOT(並びに関連製品)と

の繋がり
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de novo Sequencing

■ 特徴とメリット
- MS/MS のProduct Ion マススペクトルを利用

- データベース検索を経ずペプチドのアミノ酸配列を決定

- MS,MS/MS において、データベース検索できないデータ
に対する唯一の配列決定法

- 部分配列のみの決定でも使い道

** Sequence Tag検索

** 配列相同性検索

- 提示された結果の検証法などが丌十分。ユーザー目視の
補助的なツールという位置づけが妥当

©2010 Matrix Science K. K.

研究基盤施設教育セミナー マトリックスサイエンス（２） 21

■ 必要な関連製品
- Mascot Distiller [Search Toolbox]

■ Sequence Tag

- MS/MS のProduct Ion スペクトルを利用しているが、
MIS とは異なるアプローチ

-> ペプチドの質量（換算）、部分配列、部分配列を特定したスペクトル

上の位置（ m/z 左端、右端）の３つの情報を利用

例）

1890.2 tag(1004.1, LSADTG, 1548.5)

- 「最初に配列を特定する」（上記例なら「LSADTG」が確

かに存在すると決めつける）部分に、リスクがある半面、
絞込みには強力な情報 になる

de novo Sequencing
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■ 部分配列の相同性検索

- Sequence Tagと比べると、特定された配列部分にミス
（入れ替え、末端の誤った決定）などがあって も対処可能

例） LSADTGと LASDTG, 

LSADTG と VSADTG など。

- Sequence Tagと比べ、配列以外の情報（ペプチドの質量
（換算）、部分配列を特定したスペクトル上の位置（ m/z 

左端、右端））が使えない分、絞込みが弱い。

de novo Sequencing
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比較Proteomics

■ 特徴

- サンプル間の発現タンパク質の違い、量の変動を比較

■ 必要な製品

- Scaffold  (Proteome Software 社製品、日本では弊社が代理店)

-> MASCOT では、「単一サンプルに由来するタンパク質
のリスト」を一画面で表示するのが上限
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Scaffold

• 結果まとめを行うソフトウェア

• 複数サンプル間のタンパク質リストを比較

• 複数検索エンジンの結果取り込み

• アサインされたペプチドやMS/MSのスペクトル

確認も可能

• 同定タンパク質比較のベン図、GO情報円グラフ

Mascot   は Matrix Science        社
Scaffold は Proteome Software 社 の製品です
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サンプル間の「タンパク質同定リスト」
を並べられます

Sample

A B C

各サンプルにおけるタンパク質の同定確率、タンパク質にアサイン
されたペプチド / スペクトル の数、などを並べて表示します

タンパク質名
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ベン図、Gene Ontology の円グラフ
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取り込ませた結果を共同研究先に配り、
フリーのViewer で閲覧することも可能

結果ファイル の取り込みは
できませんが、
・並べ替え
・フィルターリング
・タンパク質リストの整理
・ベン図、GO表示

などはすべてできます。

http://www.proteomesoftware.com/Proteome_software_prod_Scaffold_download-main.html
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