
生物学実験IV：質量分析法演習：PMF［Peptide MS Fingerprint］法
MALDI-TOF MSによるMSフィンガープリント法を理解する。

すなわち、未知部分配列の質量値をWEBデータベースに照合させて、解析対象分子を特定し帰属する。
WEBデータベースと配列解析は、下記のどちらかのサーバーを利用する。両方試してみることを推奨する。

· Matrix Science Ltd.が提供: Mascot Server: http://www.matrixscience.com
· The University of California at San Francisco が運営するProteinProspector:  http://prospector.ucsf.edu/
以下、ProteinProspectorを利用する場合の例を紹介する。

Sequence Database Search Programsの各種の項目、メニューから、次のヒントを参考に【課題A】【課題B】に取り組む。

【課題A】
蛋白質XをTrypsinで限定分解して、各Trypsin消化断片の質量をMALDI-TOF MSで解析したところ、

次のような平均質量値が検出された。

	
	m/z (av)

	Fragment A
	928.08

	Fragment B
	984.12

	Fragment C
	1466.64

	Fragment D
	2527.96


MS-Fit （search with peptide-mass fingerprinting data from MS）のメニューに入りなさい。

各種の検索条件の設定は下記の通り。他は特に変更せず、Defaultのままで良い。

Species： Human Mouse

Database： Swiss Plot（蛋白質に限定）

Maximum Reported Hits： 50に設定 （帰属可能な対象が50を超えると解を与えない）

Peptide masses are:  average

許容するアミノ酸残基の修飾は下記の設定とする。

Peptide N-terminal: Gln to pyroGlu （N末端Glnの修飾）
Protein N-terminus: Acetylated （N末端のアセチル化）
Oxidation of M （Met残基の酸化）
Acrylamide Modified Cys （アクリルアミドゲル暴露による修飾）
1）
Min. number of peptides required to matchの数字を2から4まで変更し、

それぞれの場合のヒット数を記せ。すなわち、

Min. number of peptides required to match=2としたときの帰属候補分子数
Min. number of peptides required to match=3としたときの帰属候補分子数
Min. number of peptides required to match=4としたときの帰属候補分子数

2)
結果として帰属可能な蛋白質Xの候補分子はDatabase中に幾つ存在し、どのような分子であるか。

3)
PMF法で複数の候補がヒットした場合、質量分析値のみから単一の分子に帰属結論を置くことは危険である。

蛋白質Xの分子を確実に帰属同定するためには、他にどのような情報が有用であると考えられるか？

【課題B】
MS-Digest （peptide masses from enzymatic digestion of protein）のメニューに入りなさい。

検索条件の設定
Database: User Protein

Min Fragment Mass:
500

Max Fragment Mass:
10000

Min Fragment Length:
4

Met残基が酸化されている可能性は「有り」とする。

蛋白質Xの残りを、今度は、エンドプロテアーゼAsp-Nで消化した。蛋白質XのAsp-N消化断片のうち、

N結合型糖鎖を含まず、かつ、内部配列に不完全な酵素消化に起因する酵素切断部位を残しておらず（Missed Cleavage =0ということ）、かつ、質量が最も大きいペプチド断片を記せ。

尚、蛋白質Xの全アミノ酸配列は、MS-Fit Search Resultsの各リンクから容易に入手出来る。
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課題A（1）
	Min. number of peptides required to match=2としたときの帰属候補分子数
	

	Min. number of peptides required to match=3としたときの帰属候補分子数
	

	Min. number of peptides required to match=4としたときの帰属候補分子数
	


課題A（2）
蛋白質Xの同定

	Database
	
	Accession Number
	

	Digest Used
	
	Protein MW
	

	Amino Acid Composition
	

	Sequence without Signal
	


課題A（3）
	


課題B

	m/z(av)
	Start
No.
	End
No.
	Missed
Cleavage
	Database Sequence

	
	
	
	
	


その他、課題A・Bに取り組んでみて、気がついたこと

	


実施結果を実習当日に持参すること。[image: image1.png]
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