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研究成果の概要（和文）：タンパク質の代表的な翻訳後修飾であるリン酸化を対象に、サポートベクターマシンを用い
た機械学習により修飾部位を予測した。対象部位をドメインと天然変性(ID)領域に分けて取り扱った点が新規であり、
ドメインではアミノ酸配列情報のみで十分予測可能だが、IDでは部位特異的な進化的保存度情報が有効であった。配列
保存性が低いIDにおいては部位ごとの保存度は非一様であり、リン酸化部位、その中でも機能性が明確なリン酸化部位
での保存度が髙いことが分かり、翻ってそれらの予測に有効であった。

研究成果の概要（英文）：Phosphorylation is one of the most important post-translational modifications of t
he protein. Phosphorylation sites of the human protein are predicted using the machine learning by support
 vector machine (SVM). SVMs are constructed for prediction target sties in the functional domain and in th
e intrinsically disordered (ID) region, separately. As the result, human amino acid sequence information i
s enough for the effective prediction for the domain, while the site specific evolutionary conservation in
formation turns out to be effective for ID. That is, conservation rate is not uniform in ID, where the seq
uence conservation is known to be relatively low in general. Site specific conservation is newly defined b
ased on the ortholog proteins, and the conservation rate is high at the phosphorylation sites, especially 
at the functional phosphorylation sites, therefore which is effective for the prediction. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質への修飾とその機能の解明は、
生命システムの理解に向けた主要課題のひ
とつである。申請者は、重要な翻訳後修飾で
ありながら、関与する酵素の多様性もあって
実験的解析による機構の解明が困難であり
コンセンサス配列の存否も不明だった O 型
糖鎖修飾に対して、機械学習により部位を予
測し成果を出していた。そこでは、修飾部位
の密度という新規な視点で対象データを現
象論的に分類することで予測精度を上げた
が、それがタンパク質の天然変性(ID)領域と
強く関連していることが分かった。そこで、
他の翻訳後修飾やその中でも代表的なリン
酸化に対して、最初から ID 領域に着目して
機械学習を適用するという着想を得て研究
を開始した。 
リン酸化部位の予測に対する機械学習の

適用は、様々な学習法や入力データを用いた
先行研究が多いが、ID 領域との関連を陽に考
慮したものはない。また ID 領域は、アミノ
酸配列の進化的保存性が低いにも関わらず、
多くの重要なリン酸化部位が存在しており、
その理由も不明である。そこで、ID を陽に考
慮した、リン酸化部位の予測を機械学習で実
施することにより、ID 領域における予測精度
の向上と、それを通した ID におけるリン酸
化の特徴や機構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の翻訳後修飾部位の機械学習
による予測を通して、修飾機構の解明に結び
付ける。申請者は先に、O 型糖鎖修飾に対し
て、サポートベクターマシン(SVM)による予
測結果を元に、タンパク質の ID 領域との関
連や、構造安定化・機能多様性における役割
を調べた。同様の手法で、リン酸化に代表さ
れる他の翻訳後修飾反応や、全ゲノム配列解
析が終了した哺乳類の全タンパク質に対し
て取り組む。すなわち、機械学習による予測
を通じて修飾に関与する要因を絞り、修飾メ
カニズムや、修飾によりタンパク質が獲得す
る機能について、さらに、進化過程における
獲得について仮説を立て、生物学的考察や実
験により仮説検証を通して修飾機構を解明
する。 

（１） ドメインと ID におけるリン酸化を
区別し、コンセンサス配列やモチーフなどの
部位特異的なアミノ酸の存在で説明できる
リン酸化と、進化的保存度に関わる要因を考
慮すべきリン酸化など、諸特性の統計解析を
通じて、必ずしも単一ではない修飾メカニズ
ムを解明する。 

（２） 特に ID とリン酸化の関係に着目し、
配列保存性が悪い ID におけるリン酸化部位
の予測を通して、進化的背景との関係を明ら
かにする。 

（３） 精度のよい予測手法を確立し、未知
修飾部位を予測する。また、実験による検証
に結び付ける。 

３．研究の方法 
（１）ヒトタンパク質のリン酸化に焦点を絞
り、対象部位の領域をドメインと ID に二分
した上で予測を行う。リン酸化に絞る理由
は、①最も研究が進んでいる修飾反応であ
り、②申請者が機械学習での成果を出した
O 型糖鎖修飾と共通の性質が多く優位性が
あり、③タンパク質 ID 領域との関係が特
に指摘されている点が挙げられる。 
（２） リン酸化データの取得 

① リン酸化部位を持つヒトタンパク
質を PhosphoELM データベースから取得する。
UniProt データベースのアノテーションとも
照合する。 

② リン酸化部位の領域をドメインと
ID に分ける。DICHOT, GTOP データベースか
ら取得する。 

③ リン酸化の機能が既報告か否かで
対象部位を分ける。UniProt の Description か
ら取得する。 
（３） 部位ごとの進化的保存度の調査 

① ID におけるリン酸化部位に対して、
進化的保存度を求める。ここで、ID は一般に
配列保存性が低いため、保存度情報として機
械学習でしばしば用いられてきた PSSM情報
は、アラインメントが不確実な場合には根拠
が弱い。そこで、ID に対しても意味が明確な
保存度として、対応部位が明確に同定できる
オーソログタンパク質を用いて部位特異的
保存度を定義する。 

② 機能が明確なリン酸化部位を ID に
持つヒトタンパク質に対して、マウス、ニワ
トリ、オポッサム、ゼブラフィッシュの４生
物種のオーソログの有無を調査する。全４種
にオーソログを有するタンパク質に限定し、
５配列でマルチプルアラインメントを行い、
リン酸化部位の保存度を求める。 
（４） 配列と保存度情報を用いた予測。 
① 機能が明確なリン酸化部位を正デ

ータ、リン酸化されない部位を負データとし
て SVM 学習器を構築する。機能性を考慮す
る理由は、機能性のないリン酸化の存在を化
学量論的考察で説明する仮説を念頭におき、
機能的なリン酸化部位こそを予測すべきと
の方針による。 
② 配列情報、保存度情報を用いて、教

師あり学習により、予測器を構築する。予測
に有効な入力情報をもとに、修飾に関与する
要因、機構を解明する。 
 

４．研究成果 
（１）ドメインと ID に分けてリン酸化部位
の予測器を構築することで、ドメインに対し
ては対象とするヒト配列情報のみで十分な
精度(78%)を達成できることが分かった。約
80%の精度は、関連研究で有効性が主張され
る目安であり、リン酸化の活性度や持続時間、
発生段階や組織などを区別せずに予測した
場合の限界と考えている。セリン、スレオニ
ンに対する予測器は、共通の学習を行うこと



も確認された。 
（２）ID におけるリン酸化では、ヒト配列情
報のみでは 70%程度の精度しか得られず、配
列進化的保存性の低さと整合する。これに関
連して計画外に展開した研究として、ID の統
計解析から、タンパク質の進化的由来を解
明した。ヒトのミトコンドリアに対して、
ID の割合を解析することで、その由来を分
類できることを示した。 
（３）ID におけるセリンとスレオニンを、(A)
機能が既報告のリン酸化部位、(B)機能が報告
されていないリン酸化部位、(C)非リン酸化部
位に分けて、部位特異的保存度を求めた。そ
の結果、上記の順に保存度が高いことが分か
った（図１）。即ち、ID 領域でも一様に進化
的保存度が低いのではなく、修飾部位では高
いことが分かる。さらに、機能を担わないリ
ン酸化部位の存在が示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１. ID 領域における Ser/Thr の保存度 

 
（４）上記(A)と(C)の分類器を構築した。ヒ
ト配列情報では 75%, ５生物種のマルチプル
アラインメント配列情報では 77%, 両者を融
合することで 80%の精度が得られた（図２）。 
リン酸化部位を機能性で分けること、進化的
保存度情報を用いることの有効性が示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．配列情報による SVM，MA 情報による SVM，
および両者を組合せた予測の精度 
 
（５）以上より、ID ゆえに部位特異的保存度
の定義は従来困難であったが、単純で明確な
定義のもとで定量的に求め、その有効性を、
修飾部位の予測性能を通して示した。また、

実験的に報告されているリン酸化部位に対
して、機能性に着目する必要性を示した。さ
らに、機能性が未だ実験的には不明なリン酸
化部位に対しても、ここで得られた予測器を
適用することで、機能性の有無が予測可能と
なった。 
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