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研究成果の概要（和文）：ヒトタンパク質のリン酸化に対して、修飾部位の機械学習による予測を通して、天然
変性領域(IDR)とドメインでの差に着目し，特に天然変性領域がもつ機能的役割を検討した。進化的保存性が低
い領域ながら重要な翻訳後修飾も担うIDRは、部位ごとに保存性が異なり、特に機能性が確認されている修飾部
位では保存性が高いことが確認できた。領域保存性を前提にできないIDRでも合理性をもつ部位特異的保存度と
して、複数種のオーソログを用いた定義を提案し、定量的解析を実現した。同時に、リン酸化部位も機能性の有
無で分類すると、保存度に差が見られた。保存度情報も用いた機能性リン酸化部位予測は、IDRで精度82.1%を実
現した。

研究成果の概要（英文）：Phosphorylation site in human protein is studied, through the prediction by 
support vector machine. We focus on the difference in evolutional conservation between intrinsically
 disordered region (IDR) and the domain, and the functional role of IDR in the post-translational 
modification.
 Sequence conservation is known to be generally low in IDR, while the functionally important 
modifications are often found in IDR. We proposed a measure of site-specific conservation based on 
multiple ortholog proteins, as PSSM (Position Specific Scoring Matrix), which is often used as a 
site-specific conservation measure, assumes sequence conservation which does not work in IDR. Then, 
the site-specific conservation is found to vary within IDR. The conservation is kept high at a 
phosphorylation site, especially at the phosphorylation with any clarified function. Prediction 
accuracy improves to 82.1% using both the conservation and the sequence information in IDR for 
functional phosphorylation sites.

研究分野： 知能情報学

キーワード： 機械学習　ヒトタンパク質　天然変性領域　リン酸化　サポートベクターマシン　進化的保存度　オー
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質への修飾とその機能の解明
は、ゲノムサイエンスの最終目標である生命
システムの理解への主要課題のひとつであ
る。代表的な翻訳後修飾であるリン酸化や糖
鎖修飾では、リン酸や糖鎖がタンパク質に結
合することで、多様な生命現象における重要
な役割と機能を果たしている。本研究開始ま
でに、O 型糖鎖修飾に着目し修飾部位の予測
を行った。糖鎖修飾のなかでも O型は、関与
する酵素の多様性ゆえに生化学実験のみで
は詳細な修飾機構が未解明であることから、
機械学習による予測を実施した。 
 
(2) 修飾部位の密度に基づく新たな分類を
もとに機械学習による修飾部位予測を行い
その有効性を示した。同時に、機能性が注目
を集めていたタンパク質の intrinsically 
disordered 領域(IDR)との関係を初めて定量
的に求め、構造安定化・機能多様性との関連
を示した。この手法を、最も重要な翻訳後修
飾であるリン酸化に適用することで、修飾機
構と天然変性領域がもつ機能的役割の解明
を目指した。 
 
２．研究の目的 
(1) ヒトタンパク質のリン酸化に代表され
る翻訳後修飾に対して、修飾部位の機械学習
による予測を通して、天然変性領域(IDR)と
ドメインでの差異に着目し、特に天然変性領
域が修飾機構に果たす機能的役割の解明を
目指す。 
 
(2) ドメインにおける修飾では、コンセンサ
ス配列など配列の規則性で修飾部位が特徴
付けられることが予想されるのに対して、
IDR における修飾では、領域全体の進化的保
存性の低さから、保存度が鍵となることが予
想される。定量的評価指標としても、修飾部
位の予測精度を用いて、IDR の機能性と保存
性の理解につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒトタンパク質のリン酸化を対象にド
メインと IDR に分けて予測を行う。一つのタ
ンパク質配列をドメインとIDRに分ける指標
やアルゴリズムは複数存在するが、研究協力
者 の 西川建 博 士や福 地 佐斗志 博 士 ら 
(Fukuchi S. et al, 2011)は、それらを統合
して全タンパク質のアミノ酸残基を二分類
するアルゴリズムを開発し、ソフトウエアと
して実装・公開（DICHOT）するとともに、ヒ
トタンパク質全配列をドメインとIDRに二分
したデータベースを構築した。それを用いる
ことで、初めて両者を分けた予測が実施可能
となった。 
 
(2) 配列保存性が低い領域における部位特
異的保存度を新たに定義し用いる。ヒトから
の進化的な距離を考慮した複数種の脊椎動

物のオルソログを揃え、ヒトタンパク質に対
してマルチプル・アラインメントを行い、オ
ルソログ上で対応する各部位でのアミノ酸
出現頻度によって保存度を決めた。保存度と
して一般に用いられる position–specific 
scoring matrix (PSSM)は、従来ドメインを
対象としてきたため、配列の保存を前提とし
て PSI-BLAST から算出される。もともと配列
保存性が低い IDR では、PSSM の意味が明確で
ないと考えるからである。 
 
(3) リン酸化が実験的に見出された部位も、
機能が明確なものと、現段階で不明のものに
二分する。近年のシーケンシング技術により、
非常に多数のリン酸化部位が報告されてい
るが、その中で機能が特定できたものはごく
少ない。これらは未だ実験的に特定できてい
ないのではなく、そもそも機能を持たず、確
率的にリン酸化されたに過ぎない部位も多
いと提える化学量論的な報告もある。そこで、
保存度との関連を議論するためにも、機能が
特定されたリン酸化に限定して予測対象と
する。 
 
(4)データとして次のものを用いた。ヒトタ
ンパク質のリン酸化データは、phosphoELM の
version 9.0 (September 2010)より取得した。
予測には、タンパク質当りのリン酸化部位数
が 17から 25部位のタンパク質のみを用いた。
ID 領域データは DICHOT より取得した。 
 
４．研究成果 
(1) アミノ酸配列情報を入力としサポート
ベクターマシン(SVM)を用いてリン酸化部位
を予測した。その結果、ドメインでは IDR よ
りも高い精度を示した。その際、入力配列長
Ws、SVM のカーネルパラメータ、マージンパ
ラメータを変えて、最も高精度のものを採用
した。リン酸化対象となるアミノ酸残基の種
別に、ドメインでは、セリンでは 77.8% 
(Ws=31)、トレオニンでは 74.7%(Ws=25)、チ
ロシンでは 68.6%(Ws=31)であった。一方、ID
領域ではセリンでは 71.0%(Ws=7)、トレオニ
ンでは 73.1%(Ws=9)、 チロシンでは 66.1% 
(Ws=7)となった。ドメインでは広範囲の配列
情報が有効で高い精度を得るが、IDR では狭
い範囲の配列情報しか有効でなく、十分な精
度は得られなかった。これは、IDR の配列保
存性の低さが原因と考えられる。 
 
(2) IDR におけるアミノ酸残基ごとの進化的
保存性を調べる方法として、他生物種のオー
ソログ配列と部位ごとに比較した。すなわち、
解析対象のヒトタンパク質と他生物種のオ
ーソログタンパク質の2本のアミノ酸配列を
アラインメント後、同じ位置に同じアミノ酸
残基が存在していれば、その部位が保存され
ていると定義する。ここでは、アラインメン
トには MAFFT を用いた。また、比較する生物
種として、進化的距離と実験解析の豊富さか



ら、マウス、オポッサム、ニワトリ、ゼブラ
フィッシュの 4つの脊椎動物を選択した。ヒ
トタンパク質データは UniProt(Release 
2013_11)より、その他の生物種のタンパク質
データは GTOP（Release 2010 October 6）よ
り取得した。オーソログの判定には BLAST に
よる双方向ベストヒットを用いた。それによ
り4生物種とのオーソログタンパク質が揃う
ヒトタンパク質のみに限定して、対象部位を
以下の三つに分類した： 
(A) 機能性リン酸化部位：UniProt にリン

酸化部位であることが示されており、かつ、
Description 欄にその明確な機能も判明して
いる部位 
(B) 非機能性リン酸化部位:リン酸化する

ことは示されているものの、その明確な機能
は記されていない部位 
(C) 非リン酸化部位:リン酸化することが

記されていない部位 
その結果、IDR 上に機能性リン酸化部位を

持つタンパク質は、124 タンパク質であった。
その 124タンパク質の IDRにある全てのセリ
ンとトレオニンの部位数は、(A)223 部位、
(B)527 部位、(C)6911 部位であった。(A)-(C)
が、4 つの生物種それぞれにおいて保存され
ていた割合を図1に示す。全ての生物種で(A)、
(B)、(C)の順に保存度が高いことが分かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ IDR での保存度 

 
(3) SVM を用いて IDR における機能性リン酸
化部位を予測した。SVM のポジティブデータ
として、（A）機能性リン酸化部位の全 223 部
位を、ネガティブデータとして、（C）非リン
酸化部位の中からポジティブ部位と同数を
等確率で選択した。 
SVM への入力には、ヒト配列情報と MA 情報

の 2種類の頻度情報を用いて比較した。すな
わち、前者は予測対象のヒトタンパク質のア
ミノ酸配列のみを入力する。それに対して後
者は、ヒト、マウス、オポッサム、ニワトリ、
ゼブラフィッシュの5本のオーソログタンパ
ク質のアミノ酸配列を入力とする。5 つの生
物種のアミノ酸配列をマルチプル アライン
メントした後、各部位のアミノ酸残基、およ
び、アラインメントで挿入されたギャップの
出現割合を入力とする。ここではヒトタンパ
ク質のギャップも、他の生物種と同様に扱い
入力情報に含めた。 
さらに、MA 情報と同様に進化的な情報を用

いてリン酸化部位の予測を行っていると考
えられるPPREDによる予測と比較した。PPRED
は、予測対象のタンパク質をクエリとして
PSSM を取得し、それを入力情報として用いて
いる。本研究では、予測対象のヒトタンパク
質をクエリとし、UniProt(Release 2013_11)
の全タンパク質データベースに対して
PSI-BLAST を用いることで PSSM を取得した。
このとき E-value は 0.001、イタレーション
回数は 2回と設定した。 
上記それぞれの頻度情報に対して、

BLOSUM62 の背景頻度を用いることでスコア
化した情報による予測も行い比較した。 
加えて、上記により学習した 2つの SVM 用

いたハイブリッド予測も行った。これは、2
つの SVM の予測が一致していた場合のみ、そ
の予測を採用するものとし、一致していない
場合は予測不可能として答えない。予測でき
た割合であるカバー率は下がるものの、高い
精度での予測が期待できる。 
SVM のパラメータを変えて得られた最大精

度とそれを与えた配列長 Ws を表１に示す。
背景頻度を考慮したスコア化により精度が
向上していることが分かる。最も高い精度を
与えたのは MA 情報、次に高い精度は PSSM 情
報、最も低い精度となったのはヒト配列情報
であった。 
 
表１ IDR における機能性リン酸化部位の

予測精度 

 Frequency Score 

Sequence 74.6% (Ws=11) 78.1% (Ws=9) 

MA 77.7% (Ws=9) 79.2% (Ws=7) 

PSSM 75.3% (Ws=9) 78.3% (Ws=7) 

Hybrid 82.1% ----- 

 
ヒト配列情報よりも PSSM や MA情報が高い

精度をとっていることから、進化的な保存度
情報が予測に有効であることが分かる。また、
PSSM 情報よりも MA 情報が高い精度での予測
が行えている。PSSM は進化的な保存性の高い
ドメインでは有効に多くのアミノ酸配列を
検索できる可能性があるものの、進化的な保
存性の低いIDRでは有効に働かない可能性が
ある。そのため、そうした IDR の PSSM 情報
を用いた結果、有効な予測ができなかったと
考えられる。 
さらに、ヒト配列情報(頻度)と、MA 情報(ス

コア)によるハイブリッド予測の結果、それ
ぞれ最大精度を与えた Ws の SVM の組み合わ
せで、82.1％の予測精度を達成し、そのカバ
ー率は 81%であった。それぞれの SVM よりも
高い精度を示しているため、これら 2つは相
補的な情報を含んでいると考えられる。 

 
(4) ドメインでも同様に、SVM を用いた機能
性リン酸化部位の予測を行い、IDR の結果



と比較した。 
UniProt よりヒトタンパク質データを取得

し、先と同じ 4つの生物種でオーソログが揃
う条件をつけた結果、ドメイン上に機能性リ
ン酸化部位を持つタンパク質は、全 41 タン
パク質であった。そのドメイン上の全対象部
位を、以下の三つに分類した： 
(A) 機能性離散化部位：50 部位 
(B) 非機能性リン酸化部位：43 部位 
(C) 非リン酸化部位：1968 部位 
(A)-(C)が各生物種において保存されてい

た割合を図２に示す。ドメインであっても、
(A)、(B)、(C)の順に保存度が高いことが分
かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２ ドメインでの保存度 
 
(A)の機能性リン酸化部位である50部位を

ポジティブデータ、(C)の非リン酸化部位の
うち同数をネガティブデータとして、SVM を
用いてドメインでの機能性リン酸化部位の
予測を行った。得られた最大精度と配列長 Ws
を表２に示す。IDR では、MA 情報が最も高い
精度となったのに対し、ドメインでは PSSM
が最大精度をとり、ドメインでの予測では
PSSM 情報が有効に働いていることが分かる。 

 

表２ ドメインにおける機能性リン酸化部位

の予測精度 

 Frequency Score 

Sequence 73.8% (Ws=9) 74.7% (Ws=9) 

MA 74.8% (Ws=9) 77.9% (Ws=15) 

PSSM 76.8% (Ws=11) 79.0% (Ws=15) 

 
(5) 対象部位周辺のアミノ酸出現頻度や出
現の独立性を、（A）機能性リン酸化部位と（C）
非リン酸化部位で比較した。IDR とドメイン
それぞれで確認した。 
ドメイン、IDR ともに、機能性リン酸化部

位の P+1 が非常に多く、次いで R-3 も多く存
在していた。いずれも既知だが、機能性リン
酸化に限定するとより顕著であった。独立成
分分析では、それら位置特異的に存在するア
ミノ酸残基は、互いに異なる独立成分となっ
たことから、独立に出現していると思われる。 
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