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研究成果の概要（和文）：現在、選択的スプライシングにより作られるスプライシングアイソフォームの配列情
報が多数知られている。しかし、その多くは機能が不明であり、そもそも機能性があるかどうかが議論になって
いる。そこで、スプライシングアイソフォームが機能を持つかどうかを推定する方法を開発したところ、これま
でに議論されているよりも多くのもので機能を持つことが示された。また、機能があると推定されるものについ
てその機能部位を推定する方法の開発を行った。その結果、開発した低分子結合部位予測法は以前のものよりも
大幅に精度が向上していた。さらに、既存法に比べて良い精度で結合する低分子を判定できる手法を開発するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：At present, many sequence data of splicing isoforms produced by alternative 
splicing are known. However, most of these splicing isoforms are function-unknown. In addition, it 
is argued whether they are functional or not. Thus, we developed a prediction method for 
functionality of splicing isoforms. Using our method, 70% of splicing isoforms, of which protein 
expression were not confirmed, were predicted to be functional, and this value is larger than one 
shown before. Moreover, we developed a method for predicting functional sites of splicing isoforms 
predicted to be functional. The method we developed showed higher accuracy for predicting small 
molecule-binding sites than that of our previous method. And we developed a method for predicting a 
small molecule ligand of a target protein that showed better performance than that of conventional 
one.

研究分野：情報生物学

キーワード： 選択的スプライシング　機能未知タンパク質　機能部位予測　低分子化合物　SNV　データベース　機械
学習

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトでは、選択的スプライシングと呼ばれ
る現象により１遺伝子当たり平均3種類以上
の mRNA が生じており、知られているヒトタ
ンパク質のアミノ酸配列数は 80,000 を超え
ている。この様な選択的スプライシングによ
る遺伝子産物の多様化が、限られた数の遺伝
子から生物学的複雑さを生み出す要因の１
つと考えられている。しかし、各遺伝子から
選択的スプライシングによって作られる産
物（スプライシングアイソフォーム）のうち、
主要なものについては機能が明らかになっ
ていても、それ以外のマイナーなものについ
ては、実験的な検証が行われておらず、どの
ような機能を持つか不明なことが多い。その
ため、多数知られているマイナーかつ機能未
知なスプライシングアイソフォームが、実際
に生物学的複雑さに寄与するかについては
まだ明らかになっていない。 
 
 研究代表者は、ヒトスプライシングアイソ
フォームの情報生物学的な解析により、8 割
以上のマイナーなスプライシングアイソフ
ォームにおいて、タンパク質立体構造形成に
重要である疎水性コアや、他分子との相互作
用部位の一部が欠損していることを示し、こ
のようなスプライシングアイソフォームが
生化学的な機能を失っている可能性を初め
て明らかにした（Yura ＆ Shionyu et al., 
2006）。その後、他の研究グループにより類
似の手法による解析が行われ、マイナーなス
プライシングアイソフォームの多くがスプ
ライシング過程のゆらぎによって偶然に作
られた、機能的には意味がないものであると
いう議論がなされた（Melamud & Moult, 2009）。 
 
 このような解析結果は、選択的スプライシ
ングが生物学的複雑さを生み出す要因の1つ
であるという考え方と矛盾する。一方で、こ
れらの解析はスプライシングアイソフォー
ムの生化学的な機能に焦点が当てられ、生物
学的な機能に対しての寄与はほとんど考慮
されていない。そこで研究代表者は、生化学
的な機能との関連が深い機能部位や立体構
造のみには依存せずにヒトスプライシング
アイソフォームの機能性を推定できる方法
が必要であると考え、機能性のあるスプライ
シングアイソフォームが満たすと考えられ
る必要条件に基づいて機能的なスプライシ
ングアイソフォームかどうかを判断する機
能性推定法を開発した。開発した手法を疎水
性コアが欠失していて安定な立体構造が形
成できないと考えられるスプライシングア
イソフォームに適用したところ、約 27%のス
プライシングアイソフォームについて機能
性があると推定された。このことから、疎水
性コアや既知の機能部位の欠損だけでは、そ
のスプライシングアイソフォームに機能的
な意味がないと判断することはできないこ
とが明らかになった。 

 この時開発した機能性推定法は、「タンパ
ク質レベルでの発現が確認できる」、「mRNA レ
ベルで発現調節がされている」、および、「異
なる生物種間でのスプライシングイベント
の保存されている」という条件のいずれかを
満たすかどうかを判定しているだけであり、
機能的なスプライシングアイソフォームが
取りこぼされている可能性が高い。また、ス
プライシングアイソフォームが何らかの機
能を持つかどうかを判定するだけであり、そ
のスプライシングアイソフォームが持つ具
体的な機能は推定できていない。 
 
２．研究の目的 
(1) スプライシングアイソフォームの機能
性推定法の開発 
 研究代表者が開発したスプライシングア
イソフォームの機能性推定法に、スプライシ
ングアイソフォームの様々な特徴を取り入
れることで、マイナーな機能未知のスプライ
シングアイソフォームが生体内で機能を持
つかどうかをより精度良く推定できるよう
にする。 
 
(2) 立体構造情報に基づく低分子結合部位
及び結合低分子予測法の開発 
 機能性推定法により機能を持つと推定さ
れたスプライシングアイソフォームについ
て、その機能を推定するために、これまでに
研究代表者が開発してきたタンパク質の立
体構造情報にもとづく低分子結合部位の予
測法を発展させて、低分子結合部位だけでな
く、結合する低分子も推定できるようにする。 
 
(3) シングルヌクレオチドバリアント（SNV）
に基づく機能部位の解析 
 疾患の原因ともなり得る SNV が、タンパク
質上の機能部位とどのような関係にあるか
を明らかにすることで、立体構造情報が得ら
れないスプライシングアイソフォームにつ
いても機能部位を推定できるようにする。 
 
３．研究の方法 
(1) スプライシングアイソフォームの機能
性推定法の開発 
 まず、個々のスプライシングアイソフォー
ムについて、具体的にどのような機能が実験
的に調べられているかについて、公共データ
ベースである UniProt/Swiss-Prot や文献情
報を元に調査した。 
 また、機能が見られるスプライシングアイ
ソフォームがどのような特徴を持つかを明
らかにするため、これまでの機能性推定法で
用いていた指標に加えて、新たに球状ドメイ
ンを形成する領域および天然変性領域の増
減、機能ドメインおよび膜貫通部位の増減、
疎水性コアへの影響の有無、選択的スプライ
シングの種類などの指標を、各スプライシン
グアイソフォームについて解析した。 
 このようにして得られたスプライシング



アイソフォームの特徴を、機械学習により学
習することで、機能が調べられているスプラ
イシングアイソフォームと類似の特徴を持
つものを機能性のあるものと推定すること
にした。 
 ここで、一般的な教師あり学習の手法では、
陽性（本研究の場合は「機能がある」）と陰
性（本研究の場合は「機能がない」）の特徴
の違いを学習するが、多くのスプライシング
アイソフォームは機能があるかどうかが不
明であり、一般的な機械学習の枠組みでは学
習できない。そこで、半教師あり学習の一種
である Positive-Unlabeled（PU）アルゴリズ
ム（Elkan & Noto, 2008）を Random Forest
法と組み合わせることで、機能的なスプライ
シングアイソフォームの特徴の学習を行な
った。 
 
(2) 立体構造情報に基づく低分子結合部位
及び結合低分子予測法の開発 
 研究代表者はこれまで、低分子結合部位に
存在するアミノ酸残基の統計情報にもとづ
いて、低分子との結合部位を予測する方法
（Propensity of Ligand Molecule-binding 
Sites、以下 ProLMS）を開発してきた。この
ProLMS で得られたスコアに加えて、タンパク
質表面におけるポケット状の構造上での位
置、および、部位の進化的な保存度を低分子
結合部位の特徴量として用いて、機械学習
（Random Forest 法）により学習することで
ProLMS よりも高精度で目的の低分子結合残
基を予測できるようにした。さらに、予測さ
れた低分子結合残基が空間的に近接して存
在しているかどうかを判定することで、標的
とするタンパク質にその低分子に結合する
かを予測できるようにした。 
 
(3) シングルヌクレオチドバリアント（SNV）
に基づく機能部位の解析 
 数万人規模の健常人全エクソンバリアン
トデータベースである ExAC から SNV データ
をダウンロードし、これら SNV のデータを、
ヒトの mRNA 塩基配列、および、タンパク質
のアミノ酸配列にマッピングすることで、
SNV と機能部位の位置関係を解析できるシス
テムの構築を行った。 
 また、スプライシングアイソフォームで共
通に使われているエクソンと、選択的に使わ
れるエクソンの間で一塩基変異(SNV)の分布
の比較を行った。 
 
４．研究成果 
(1) スプライシングアイソフォームの機能
性推定法の開発 
 UniProt/Swiss-Prot データベースにおい
て、ヒトのマイナーなスプライシングアイソ
フォームの中で、何らかの機能に関する情報
が調べられているものは、約 1300 個であっ
た（図１）。 

 

図１ 機能に関する注釈があるマイナーな
スプライシングアイソフォームの数 
 
これらの機能に関する注釈があるマイナー
なスプライシングアイソフォームと、それ以
外のマイナーなスプライシングアイソフォ
ームの間では、解析した指標全てにおいて弱
い傾向の違いが見られたものの（図２）、強
く相関する指標は見られなかった。このこと
から、機能的なスプライシングアイソフォー
ムを推定するには特定の指標のみを用いる
のではなく、複数の指標の組み合わせが必要
であることが確認された。 

 

図２ 解析した指標の例。緑は機能ドメイン
が増えるもの、赤は機能ドメインが減少する
ものを示す。機能に関する注釈がある方が、
機能ドメインの数が減少する傾向にある。 
 
 また PU アルゴリズムを用いた機械学習に
より得られたモデルを、タンパク質としての
発現が確認されていない約 49,000 個のヒト
マイナースプライシングアイソフォームに
適用したところ、約 70%において機能性があ
ると推定された。このことは、近年議論され
ている（Tress et al.,2017）よりも多くの
スプライシングアイソフォームが、実際にプ
ロテオームの多様性に寄与していることを
示唆している。 
 これらの各スプライシングアイソフォー
ムについて解析した特徴については、研究代
表者がこれまでに開発、公開している選択的
スプライシングの Web データベースである
AS-ALPS に反映させた。 
 
(2) 立体構造情報に基づく低分子結合部位
及び結合低分子予測法の開発 
 これまでに開発してきたProLMSにおいて、
統計情報を得るのに用いるタンパク質立体
構造情報を更新することで、132 種類の低分
子について結合部位を予測できるようにし
た。さらに、ProLMS を機械学習により拡張す
ることで、様々な酵素において重要な補欠分
子族であるピリドキサールリン酸（PLP）の
結合残基予測において、大幅な改善が見られ
た（図３）。 



 
図３ PLP 結合残基予測の精度-再現度プロ
ット。オリジナルの ProLMS（赤）に比べて機
械学習による拡張後の ProLMS（青）では精度
が大幅に上昇している。 
 
また、標的タンパク質に PLP が結合するかど
うかを予測する場合においても予測精度を
示す指標の一つである Matthews 相関係数が
0.46 となり、この結合能予測の方針が、有効
である可能性が示された。今後は、より多く
の低分子に拡張し、この結合能予測法の有効
性を示す必要がある。 
 また、ProLMS の改良の過程で得られた低分
子に対する結合傾向値を、研究代表者が維持
してきた低分子化合物のWebデータベースで
ある Het-PDB Navi.に反映させ、さらにユー
ザーインターフェースの大幅な改良を施し
て Het-PDB Navi2 として新たに公開した。
Het-PDB Navi2 では、タンパク質との複合体
で立体構造が決められている低分子につい
て、タンパク質がどのアミノ酸残基を使って
どのように低分子を結合しているかを観察
できるようにした。さらに、化学構造が類似
した低分子の検索や、タンパク質の立体構造
データと低分子を指定すると、ProLMS を実行
してその低分子が結合する部位の予測もで
きるようにした。 
 一方で、ProLMS の拡張により結合する低分
子を予測するだけでは、低分子がどのような
配向で結合するかを予測することができな
い。そこで、低分子結合に使われるアミノ酸
残基の側鎖をベクトルで表現したものをデ
ータベース化し、低分子結合を予測したい標
的タンパク質の表面でデータベースと合致
するベクトルを検索することでタンパク質
と低分子をドッキングする方法を新たに開
発した。この手法は、低分子の結合の配向を
求められるだけでなく、標的タンパク質にデ
ータベースと合致するベクトルが存在する
かどうかを指標とすることで、低分子の結合
能も予測できる。そこで、112 種類の低分子
について、692 個の標的タンパク質への結合
低分子予測の性能を評価したところ、既存の
低分子ドッキング法(AutoDock Vina)よりも
高い性能で結合する低分子を判定できるこ
とがわかった（図４）。 
 

 

図４ 結合低分子予測性能の評価 横軸が正
しいリガンドの予測ランク（左から１位、３
位、５位、１０位）、縦軸が標的タンパク質
の数を表す。オレンジが本手法の結果、水色
が AutoDock Vina の結果を表す。 
 
 以上のリガンドとタンパク質のドッキン
グについての研究から得られた知見を活用
して、新規プロテアソーム阻害剤やカルサイ
トのドッキングも行った。 
 
(3) シングルヌクレオチドバリアント（SNV）
に基づく機能部位の解析 
 構築した健常人全エクソンバリアントデ
ータ解析システムを用いて、各 SNV の立体構
造および機能部位における特徴についての
解析を行なった。その結果、SNV と機能部位
との間には、機能部位予測に使えるような明
確な関連性が見られないことがわかった。そ
の一方で、顕性の遺伝様式を持つ疾患におい
て、発病メカニズムの種類が、原因となる SNV
の立体構造上の位置、特に相互作用する分子
の種類と強く関連していることがわかった。 
 さらに、疾患に関わる SNV では、スプライ
シングアイソフォームで共通に使われてい
るエクソンと、選択的に使われるエクソンの
間で分布の偏りがあることが示された。この
解析を発展させることで、病気に関わる SNV
の分布から、スプライシングアイソフォーム
の機能性推定を行う研究へと展開できると
考えられた。 
 これらの解析に用いた健常人全エクソン
バリアントデータ、および、ヒトの mRNA お
よびタンパク質へのマッピング結果は、研究
分担者が開発しているWebデータベースであ
る Mutation@A Glance から検索できるように
した。 
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