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DIA (Data Independent Acquisition)

• 従来の取得方法であった
DDA (Data Dependent 
Acquisition)は、MS1で取り
込んだ全イオン群のうち、強度
の高かったプリカーサーイオンを
選択してMS/MSの取得を行
うため、全部のプリカーサーイオ
ンに対してMS/MSを取得する
ことが難しい。

• DIAは、MS1の結果に依存
せず、指定した質量範囲の
MS/MSデータを連続的に取
得するため、すべての分析対
象がフラグメント化した
MS/MSスペクトルが生成され
ます。これにより、より再現性
の高い包括的なデータの取得
が可能となりました。

DDA / SHOTGUN DIA
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Spectronaut 
Pulsar X

classic DIA analysis 解析ワークフロー

 ペプチド同定のためにスペクトルライブラリーが必要です。
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SpectronautTM Pulsar X

 直感的な操作により、DIAデータの解析が可能

 同定数の最大化とFDRコントロールのために開発された
独自のデータベース検索エンジン「Pulsar」を搭載

 スペクトルライブラリーの作成が可能

 外部検索エンジンで作成されたスペクトルライブラリーの
インポートが可能

 スペクトルライブラリーなしでDIA解析が行える「direct 
DIA」ワークフローを搭載

 複数のスペクトルライブラリーを組み合わせたハイブリット
ライブラリー機能を搭載

 発現に差があったタンパク質群を即座に確認可能

 クラスタリング解析やGO解析などの統計的解析が可能
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direct DIA 解析ワークフロー

 DDAベースのスペクトルライブラリーなしに、1回の測定で解析できます。

Spectronaut 
Pulsar X
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 DDA測定からスペクトルライブラリの生成が不要

 1回のランで解析できるため、装置の測定時間の短縮、コストの削減

 directDIAはfastaファイルに対してDIAデータを直接解析することによって動作します。

 DIAデータは疑似DDAデータに変換されてから検索されます。

詳細：https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25599550

利点

原理

direct DIA 解析ワークフロー

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25599550
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各解析で必要なファイルテーブル

 ライブラリーベースのDIA分析またはライブラリーフリーのdirectDIA分析の2種類があります。

 directDIAは、Thermo Fisher ScientificおよびSCIEXのデータに対してのみサポートされています。

 ライブラリーは、Spectronaut Pulsar Xのソフトウェア上で生成することができます。

 各解析で必要なファイル
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解析結果

・ 結果の画面では、ランデータ、プレカーサーイオ
ン、フラグメントイオンなど、さまざまなレベルのデー
タを簡単に確認できます。

・ Analysisタブでは、包括的なプロットおよび実
験全体のレポートを見ることができます。
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解析結果

・ MS1とMS2の両方のスキャンデータに対応して
おり、XICやマススペクトル、プロテインカバレッジな
ど、さまざまなデータを視覚的にわかりやすく確認
することができます。
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解析結果

・ 有意差のあるタンパク質群の抽出はソフトウェア
が自動でリスト化します。

・ リストはデフォルトでQ-valueが小さい順番に並
び替えられています。
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解析結果

・ 同定されたタンパク質群は、デフォルト設定で
はFDR1%でカットオフされます。

・信頼度の高いタンパク質群を用いて自動的に
ヒートマップやボルケーノプロットが作成されます。



12

ソフトウェアデモンストレーション
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使用するデータセット

 データセットはヒトの肝臓癌組織

 健康な組織と癌性組織を同じ患者から摘出、
3人の患者（R01、R02、R03）を分析

 ライブラリーは2つの条件のプールからフラクション
分離された複数のDDAデータから作成
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手順1： スペクトルライブラリーの作成

手順2： DIAデータ解析

 DDAもしくはDIAで取得したデータを読み込み、Pulsarエンジンを使ってライ

ブラリーを作成

 DIAデータを読み込み、ライブラリーを参照してタンパク質の同定・定量を行う

手順3： 解析結果の確認

 タンパク質データの確認、およびクラスタリング解析やGO解析などの統計デー

タの確認

データ解析の手順
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GOデータベース

 Spectronaut™ Pulsar XはデータにGOアノテーションを付加することができます。

 GOアノテーション付加には、Gene OntologyファイルとGene Annotationファイルの2つ
のファイルが必要です。

 Gene Ontologyファイル (*.obo 形式)はソフトウェアインポート時に自動でインストールさ
れます。PerspectiveタブのDatabases → GO Databasesから確認できます。
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GOデータベース

「Import Gene Annotation...」からGene Annotationファ
イルをインポートすることでファイルが追加されます。
これでGO解析のセットアップは完了です。

Gene AnnotationファイルはGO Consortiumデータベースのアノテー
ションファイル (*.gaf 形式)が推奨されます。
http://geneontology.org/page/download-go-annotations

Biognosys提供の下記のデモデータセットフォルダの中にもHumanアノ
テーションファイル「goa_human.gaf」が収録されています。
files.biognosys.ch/058_Spectronaut/ReleaseMaterial/SNX
_manual_dataset.zip

http://geneontology.org/page/download-go-annotations
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ライブラリー作成

⑤ 「Next」で次へ進みます。

① 「Library」をクリックします。

③ 「Generate Library from Pulsar…」からウィザードを
開き、実験名を入力します。

② 「Spectral Libraries」には保存されたライブラリーが表示
されます。

④ 「Add Runs…」からライブラリー作成に使用するDDAデー
タをインポートします。（複数選択可）
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ライブラリー作成

1

1. Import:
ライブラリー作成に使用するFASTAファイルをインポートし
ます。FASTAファイルはUniprotなどのデータベースからダ
ウンロードできます。

2

2. 
インポートされたFASTAファイルが表示されます。
使用するファイルのボックスにチェックを入れます。

3

3. 
選択が終われば「OK」から次へ進みます。
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ライブラリー作成

1

2

3

1. Digest Type:
・ Specific:N末端とC末端の両方が次で指定する消化に従う。
・ Semi-specific:片側の末端が次で指定する消化に従う。
・ Unspecific:消化のルールなし

2. Enzymes/Cleavage Rules:
消化酵素によるペプチドの切断タイプを選択します。

3. 
ペプチドの長さや許容する消化ミスなどを入力します。
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ライブラリー作成

1

2

1. Maximum Variable Modifications:
1つのペプチドで同時に起こる修飾の最大数を入力します。

2. Select Modifications:
・ Fixed Modifications:

アミノ酸が常に特定の修飾を含む場合に入力します。
・ Variable Modifications:

可能性のあるアミノ酸の修飾を入力します。
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ライブラリー作成

ここでは以前に検索したデータを追加して、ライブラリーの深度を
さらに深めることができます。
ライブラリーを作成すると「Search Archive」に結果が保存さ
れます。アーカイブの追加は、最初から解析するよりも早い処理
速度で、適切なFDR制御が行えます。
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ライブラリー作成

事前にGOアノテーション (*.gaf)ファイルがインポートしてある場合、
ここで選択することができます。
GOアノテーションファイルを選択することでGene Ontology情報
を含むライブラリーを作成することができます。
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ライブラリー作成

ここでは、PSM、ペプチド、およびタンパク質
のFDR閾値などライブラリー作成に関する実
験全体の設定が行えます。
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ライブラリー作成

Finishをクリックするとライブラリーが作成されます。
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PerspectiveタブのAnalysis → 「Set up a DIA Analysis from File...」から
ライブラリーを使用するDIA解析が行えます。

DIA解析（Library-based）
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1

2

3

1. 
実験名を入力します。

2. 
読み込んだDIAファイルが表示されます。

3. 
「Assign Spectral Library...」からスペ
クトルライブラリーの選択を行います。

DIA解析（Library-based）
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1

1. 
「Browse...」から使用するライブラリーを指定します。

2

3

2. 
読み込んだライブラリーがサンプル名の下に追加されます。

3. 
ライブラリーの追加が終われば「Next」で次へ進みます。

DIA解析（Library-based）



28

ここでは、PSM、ペプチド、およびタンパク質
のFDR閾値などライブラリー作成に関する実
験全体の設定が行えます。

DIA解析（Library-based）
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ここでは、データベースサーチに使用する
FASTAファイルを選択します。

DIA解析（Library-based）
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ここでは、統計処理を行うための条件を設定します。

DIA解析（Library-based）
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事前にGOアノテーション (*.gaf)ファイルがインポートしてある場合、
ここで選択することができます。
GOアノテーションファイルを選択することでGene Ontology情報
を含むライブラリーを作成することができます。

DIA解析（Library-based）
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Finishをクリックすると解析が開始されます。

DIA解析（Library-based）
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解析結果（Analysis）

ダウンドロップリストからソフトウェア画面上段と下段
に表示させるデータの種類を選択できます。
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解析結果（Analysis）

画面右下には、実験全体の結果が表示されます。
[of]で区切られた右側の数字はライブラリー内と実験内の両方を含めた数です。
[of]で区切られた左側の数字は実験内のみの数です。

「Analysis Summary」では、サンプルごとの同定結果を確認することができます。
カッコ内の数字はライブラリー内と実験内の両方を含めた数です。
[of]で区切られた右側の数字は実験内のみの数です。
[of]で区切られた左側の数字は選択された実験内のみの数です。
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解析結果（Analysis）

各サンプルのツリーを拡張していくとMS1レベル、MS2レベルのデータを確認することができます。
今回の結果では、Uniprot ID:A3KMH1のMS/MSが6つのプロダクトイオンを持ち、一番下
の[y3+]イオンがXICなどの結果から考慮され、自動的に解析から除外されています。
ご自身でデータを確認後、 [y3+]イオンを右クリックし、手動で解析に加えることも可能です。
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解析結果（Post Analysis）

Post AnalysisタブのCandidatesでは、自動的に有意差のある変動タンパク質群が抽出されます。
デフォルトでは「Absolute AVG Log2 Ratio ≧ 0.58 かつ Qvalue < 0.05」の条件を満たす
タンパク質群が抽出されます。

「Absolute AVG Log2 Ratio ≧ 0.58」は、Ratioに置き換えると、
およそ「Ratio ≧ 1.5, Ratio ≦ 0.66」となります。
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解析結果（Post Analysis）

GO Enrichmentでは、変動のあったタンパク質群がどのような生物学的機能(GO Term)を有意
に持っているかを確認することができます。

あらかじめ予測された頻度よりも、与えられたデータセットの方が頻度が多かった場合、有意確率
(Pvalue)は小さくなり、有意な機能であるかどうかのチェックが行えます。
デフォルトではPvalueは0.05でカットオフされます。



お問い合わせ先：フィルジェン株式会社

TEL 052-624-4388 (9:00～17：00）

FAX 052-624-4389

E-mail: biosupport@filgen.jp
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詳細は、以下サイトをご覧ください。

弊社Webサイト（Biognosysソフトウェア）：
https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/Biognosys/index.html#Pulsar

弊社Webサイト（Biognosys試薬）：
https://filgen.jp/Product/Bioscience4/Biognosys/index.html

弊社Webサイト（Biognosys受託サービス）：
https://filgen.jp/Product/BioScience22-MS/Biognosys/

メーカーサイト：
https://biognosys.com/

https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/Biognosys/index.html#Pulsar
https://filgen.jp/Product/Bioscience4/Biognosys/index.html
https://filgen.jp/Product/BioScience22-MS/Biognosys/
https://biognosys.com/

