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略語 
 

[アミノ酸] 

Ala: アラニン 

Asn: アスパラギン 

Asp: アスパラギン酸 

Cys: システイン 

Glu: グルタミン酸 

Phe: フェニルアラニン 

Ser: セリン 

Thr: スレオニン 

Trp: トリプトファン 

Val: バリン 

 

[糖] 

Fuc: L-フコース 

Gal: D-ガラクトース 

GalNAc: N-アセチル-D-ガラクトサミン 

GlcNAc: N-アセチル-D-グルコサミン 

Glc: D-グルコース 

Hex: D-ヘキソース 

HexNAc: N-アセチル-D-ヘキソサミン 

Man: D-マンノース 

NeuNAc: N-アセチルノイラミン酸 

Xyl: D-キシロース 

 

[その他] 

PDB: Protein Data Bank 

PSSM: 位置特異的アミノ酸スコアマトリ

クス 

Swiss-Prot: UniProt 

Knowledgebase/Swiss-Prot protein sequence 

database
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第 1 章 序論 

 

 

 

1-1. タンパク質の糖鎖修飾 

 

生体を構成している細胞の中では、多くのタンパク質がそれぞれの役割を果

たしている。我々の健康的な生活は、50 万種以上ものタンパク質による分子機

械としての働きによって支えられているともいえよう。タンパク質が生体内で

正確に機能するために、従来は、タンパク質自身のアミノ酸の並びや配列の長

さ、それらが形成する構造のみが重要であると考えられてきた。しかし、近年

ではタンパク質の機能を直接コントロールする他の生体分子の寄与に注目が集

まるようになってきた。 

糖鎖は、DNA・タンパク質に続

く第三の生命鎖とも呼ばれ、タンパ

ク質に結合する翻訳後修飾の一種

であり、その機能をコントロールす

る生体分子である。タンパク質のア

ミノ酸配列データベースである

UniProt Knowledgebase/Swiss-Prot 

protein sequence database 

(http://www.uniprot.org/) (The UniProt 

Consortium, Nucl. Acids Res., 2017) 

に格納されている真核生物のタン

パク質の半数以上が、糖鎖修飾を受

けている (Apwailer, et al., Biochim. 

Biophys. Acta., 1999)。図 1-1に、糖

図 1-1. 3つの糖鎖修飾を受けたタンパク質の例 

[PDBID: 1ZAG (human Zinc--2-glycoprotein)] 
リボンモデルはタンパク質、ボール&スティックモデルは糖

鎖、CPKモデルはタンパク質の糖鎖修飾残基を表す。 
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鎖修飾を受けているヒトの脂質移動因子タンパク質の立体構造を示す。糖鎖は

タンパク質の折りたたみや機能発現、酵素活性を調節し、細胞の恒常性維持に

寄与しており (Kornfeld, et al., Annu. Rev. Biochem., 1985; Varki, Glycobiol., 1993; 

Hounsell, et al., Glycoconj. J., 1996; Lowe and Marth, Annu. Rev. Biochem., 2003; 

Haltiwanger and Lowe, Annu. Rev. Biochem., 2004)、それゆえ、糖鎖研究による新た

な知見は、癌マーカーや糖鎖薬など疾患の治療へと応用されつつある。また、

再生医療の分野においても、糖鎖は細胞分化の重要なマーカーとして知られて

いる。今日では、我が国を中心に研究の進展がめざましい多能性細胞 (ES 細胞、

iPS 細胞) の分野においても、発揮した多能性による分化先の細胞の種類を、糖

鎖の解析によって確かめることができる。 

以上で述べたように、糖鎖は我々の健康的な生活とも深く関わりのある生体

分子であるが、真核細胞内の小胞体やゴルジ体に存在する糖転移酵素というタ

ンパク質によって目的タンパク質の特定のアミノ酸に修飾されるという、大ま

かな修飾機構がわかっているにすぎない。糖鎖は結合する原子によって 3 パタ

ーンに大別されるが、主たる糖鎖修飾は N 型と O 型である。N 型糖鎖はタンパ

ク質のアスパラギン (Asn) とセリン (Ser) またはスレオニン (Thr) 残基からな

るモチーフ Asn-X-Ser/Thr における Asn 残基の N 原子に (Bause, Biochem. J., 

1983)、O 型糖鎖は Ser または Thr 残基の O 原子に結合する (Hansen, et al., 

Biochem. J., 1995)。わずかに見られる C 型糖鎖では、トリプトファン (Trp) 残基

を中心とした Trp-X-X-Trp モチーフの最初の Trp 残基の C 原子に糖が結合する 

(Furmanek and Hofsteenge, Acta Biochem. Pol., 2000)。 

糖鎖は単糖が 2 つ以上結合してできるが、糖鎖修飾に見られる単糖には、L-

フコース (Fuc)、D-ガラクトース (Gal)、D-グルコース (Glu)、D-マンノース 

(Man)、N-アセチル-D-ガラクトサミン (GalNAc)、N-アセチル-D-グルコサミン 

(GlcNAc)、N-アセチルノイラミン酸 (NeuNAc)、D-キシロース (Xyl) などが存

在する。糖転移酵素ごとにタンパク質に修飾する糖の種類（糖種）が決まって

おり、タンパク質のどの位置にどの糖種が修飾されるかということは、どの糖

転移酵素によって標的タンパク質のどのような特徴が認識されているのかとい
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うことに依存する。DNA やタンパク質に比較して糖鎖研究の歴史は浅く、今ま

さに機能解析が進められている最中であるが、生体内での役割は糖種特異的で

あることがわかってきた。したがって、それぞれのタンパク質に修飾される糖

種を正確に把握することは、種々の生命現象を理解する上で本質的である。 

本研究では、バイオインフォマティクスの手法により、3 パターンの糖鎖修

飾のうち最も多く見られる O 型糖鎖が結合しているタンパク質の配列や構造の

特徴を、糖の種類（糖種）ごとに抽出し、各種の O 型糖転移酵素が標的タンパ

ク質のどのような性質を認識して選択特異的に糖鎖修飾を行っているかという

点をふまえ、タンパク質 O 型糖鎖修飾の糖種判別法の開発を行った。糖鎖修飾

における糖種選択性のメカニズムを把握することにより、適切な種類の糖鎖を

標的タンパク質の任意の位置に導入してタンパク質の機能を人工的に制御で

き、医療や創薬における糖鎖工学のさらなる応用展開につなげることも可能で

ある。 



 

 

4 

 

1-2. O型糖鎖修飾 

 

O 型糖鎖修飾は主に細胞内の小

胞体またはゴルジ体の 2 箇所で行わ

れる（図 1-2）。タンパク質が分泌タ

ンパク質または膜タンパク質に成熟

する過程で、翻訳後修飾として糖鎖

修飾を受ける。それゆえ、分泌タン

パク質や膜タンパク質のほとんど

は、糖タンパク質である。O 型糖鎖

修飾は、最初に修飾された単糖を元

に伸張されることで、タンパク質を

コアとした巨大なビン洗浄ブラシ

構造をとる。この構造は、プロテオグリカンと呼ばれ、負電荷を帯び親水性を

持つことから耐衝撃性や粘着性を示し、さまざまな大きさの孔を持った巨大な

ゲルを形成する。生体成分として多様な機能性を持つプロテオグリカンは、最

も重要な生体成分のひとつであり、主要な各種臓器、脳、皮膚を始めとした体

組織中の細胞外マトリックスや細胞表面に存在するほか、関節などの軟骨の主

糖転移酵素

糖鎖

認識領域

タンパク質

糖鎖

S/T

小胞体

細胞膜

ゴルジ体

分泌小胞

核

細胞質

図 1-2. タンパク質の細胞内局在と糖鎖修飾 

図 1-3. O型糖鎖修飾およびそのモチーフ残基 
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成分としても存在している (Kolset, et al., Biochem. J., 2004; Bernfield, et al., Annu. 

Rev. Biochem., 1999; Esko, et al., Annu. Rev. Biochem., 2002)。前述の通り、O型糖鎖

修飾は Ser もしくは Thr 残基におけるヒドロキシ基の O 原子に糖を結合する反

応であり、現在までに 7糖種 (Gal, GalNAc, GlcNAc, Glc, Fuc, Xyl, Man) の結合

が確認されている。 

これらのセリン (Ser) またはスレオニン (Thr) 残基は O 型糖鎖修飾のモチ

ーフ残基（図 1-3）としてよく知られているが、配列中にモチーフ残基があれば

必ずしも修飾が行われるとは限らないことから、O 型糖鎖修飾の明確なルール

は明らかにされていない。 
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1-3. タンパク質糖鎖修飾研究のためのバイオツールおよびデータ

ベース 

 

[Uniprot Knowledgebase/Swiss-Prot protein sequence database] 

UniProt Knowledgebase/Swiss-Prot protein sequence database (Swiss-Prot) (The 

UniProt Consortium, Nucl. Acids Res., 2017) とは、タンパク質の情報が Web 上で

公開されているデータベースの一つである。タンパク質情報が公開されている

データベースは他にもあるが、Swiss-Protはアミノ酸配列における注釈が豊富で

あり、信頼性が高いというメリットがある。 

 

 

図 1-4.  Uniprot Knowledgebase トップページ (http://www.uniprot.org/) 

 

Swiss-Prot のタンパク質情報を Text 形式で表示した (図 1-5)。Swiss-Prot のア

ノテーション情報はその信頼性によって、注釈なし、“By similarity”、“Potential”、

“Probable” に分類される。注釈なしは何らかの実験的手法により確証が得られ

ている情報、“By similarity” は実験的確証が得られた配列またはタンパク質と同
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じファミリーに属する、または保存性の高い重要なドメインを持つなどの類似

点が見られた場合のみ、“Probable” および “Potential” は配列解析や予測ツール

を用いて、いくつかの論理的または決定的な確証から推測可能な情報を対象と

しており、“Probable” の方がより強く確証がある。 

 

 

図 1-5. Swiss-Protの表示 (Text形式) 
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[CD-HIT] 

CD-HIT (Huang, et al., Bioinformatics, 2010) は、Web上で公開されているクラ

スタリングソフトであり、40~100%までの配列類似性に基づいて冗長性の排除を

行うことが可能である。 

 

 

図 1-6. CD-HIT トップページ 

(http://weizhong-lab.ucsd.edu/cdhit_suite/cgi-bin/index.cgi?cmd=cd-hit) 

 

[Protein Data Bank (PDB)] 

タンパク質と核酸の三次元座標 (立体配座) を蓄積している国際的な公共の

データベースである。Protein Data Bank (PDB) (Berman, et al., Nucl. Acids Res., 

2000; Berman, et al., Nucl. Acids Res., 2007) に蓄積されている構造データは X線

結晶解析法、NMR 法 (核磁気共鳴法) などによって実験的に決定された三次元

座標を扱っている。予測法などによって理論的に推定された三次元座標は対象

外となっている。生物学の構造データの中心的なデータベース PDBは、構造生

物学や、構造ゲノミクスといった研究の重要なデータソースとなっている。バ
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イオインフォマティクスの分野においても構造・機能・進化などの視点から三

次元座標を用いた構造解析が行われている。日本蛋白質構造データバンク 

(PDBj) では、2017-01-04時点で 12万 5526 件の構造データが蓄積されている。 

 

 

図 1-7. Protein Data Bank (PDB)トップページ 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

 

 

 

[PDBFINDER2] 

 上記の PDBにはタンパク質結晶構造から得られた三次元座標を中心に蓄積さ

れている。一方で、PDBFINDER2 (Hooft, et al., CABIOS, 1996) は、三次元座標の

羅列を研究者が利用しやすく変換するために、種々の解析を用いて一元に情報

をまとめているデータベースである。基本的には PDB、DSSP、HSSP が情報源

となっている。代表的にはタンパク質のアミノ酸配列に沿って、タンパク質の

二次構造情報や、タンパク質の表面に位置しているかの指標である露出度が記

載されている。 
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図 1-8. PDBFINDER2 トップページ 

(http://swift.cmbi.ru.nl/gv/pdbfinder/) 
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1-4. 糖鎖研究の現状と問題点および本研究の目的 

 

タンパク質の Ser や Thr に結合する O 型糖鎖修飾は、これまで細胞外マトリ

クスの主成分として知られてきたが、近年、豊富な糖種がさらに多様な働きを

持ち、特異的な疾患にも影響を及ぼしていることが明らかにされつつある。そ

のため、修飾された糖種を知ることにより、タンパク質の機能や細胞内局在が

予測できるばかりでなく、重要な疾患との関連を推測することが可能となり、

疾患の治療や創薬への応用も期待できる。しかしながら、従来の糖鎖修飾予測

法 (Caragea, et al., BMC Bioinform., 2007; Hamby and Hirst, BMC Bioinform., 2008; 

Sasaki, et al., IPSJ Trans. Bioinform., 2009; Li, et al., Comput. Biol. Chem., 2006; 

Julenius, et al., Glycobiology, 2004; Gupta and Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002; 

Blom, et al., Proteomics, 2004; Malik and Ahmad, BMC Struct. Biol., 2007) は、糖鎖

修飾を受ける位置を予測するものであり、糖種の判別は不可能であった。また、

タンパク質配列データベースUniprot KB/Swiss-Protには8種類の糖種アノテーシ

ョンが記載されているにも関わらず、従来法ではわずか 3 種類の糖種の修飾位

置に関してアミノ酸配列の学習結果で糖鎖修飾の有無が判定されるのみであっ

た (Caragea, et al., BMC Bioinform., 2007; Hamby and Hirst, BMC Bioinform., 2008; 

Zhou, et al., Glycoconjugate J., 2012)。一方、糖転移酵素の分子機構に関する実験

研究が行われるようになり、糖転移酵素の糖種特異性が指摘されてきた。しか

し、依然としてバイオインフォマティクスによる糖種の予測や判別は対応でき

ておらず、糖種判別法の開発は急務である。 

タンパク質糖鎖修飾における糖種判別には、糖タンパク質の配列データおよ

び立体構造データを網羅的に調査し、アミノ酸配列・二次構造・立体構造の特

徴を糖種ごとにとらえ、糖種判別法に活用することが早道と考えられる。しか

し、タンパク質の立体構造解析では一般的に、タンパク質の X 線結晶回折にお

ける結晶化実験の段階で、タンパク質よりもゆらぎが大きい糖の存在がタンパ

ク質の結晶化に不具合とされるため、酵素による糖鎖のシェービングや、ポイ

ントミューテーションによる糖鎖修飾モチーフ残基の変異が行われる。タンパ
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ク質立体構造情報データベース PDBにも、糖が含まれているエントリは存在す

るものの、生体内では修飾されているはずの糖鎖が欠けているケースがほとん

どであり、糖を完全に残したタンパク質の二次構造や立体構造の情報を得るこ

とが困難であるという問題がある。 

さらに、各糖種の修飾に関わる糖転移酵素と糖タンパク質との相互作用は、

細胞内でどのようなシステムによって管理されているかという点も、大きな課

題として残されている。タンパク質の機能発現には、厳密なプロセスに基づい

て、多数の糖鎖修飾がミス無く行われなければならない。これらの糖鎖修飾の

ON・OFFを管理する仕組みのひとつとして、細胞内局在化経路が考えられる。

リボソームで合成されたタンパク質が、細胞内を輸送される過程で、どのよう

な糖転移酵素から、どのような糖の修飾を受けるのか。糖種のパターンを調べ

ることで、その流れが視覚化される可能性がある。しかしやはり、タンパク質

に修飾された複数の糖鎖が織りなすパターンや、細胞内局在経路との関係に焦

点を当てたバイオインフォマティクス研究はほとんど行われていない。興味深

いことに、実験的手法による解析では、GlcNAcが脳組織に多く、核や細胞質に

存在する糖タンパク質に多く含まれること (Alfaro, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 

2012; Okuyama and Marshall, J. Neurochem., 2003) や、Man修飾が脳や筋肉組織に

特異的に見られること (Live, et al., ChemBioChem, 2013) 等が報告されている。

したがって、細胞内の糖鎖修飾システムを考える上で、細胞内局在性や組織特

異性に応じて糖鎖修飾における糖種分布のパターンを分類し、解析することが

必要不可欠であろう。 

糖鎖研究の現状と問題点をふまえ、本研究では O型糖鎖修飾を受けるタンパ

ク質のアミノ酸配列・二次構造・立体構造・細胞内局在経路解析を行い、糖種

特異的な特徴を抽出するとともに、O型糖鎖修飾の糖種判別に利用可能なパラ

メータを探索し、高精度糖種判別法を開発することを課題とした。 

本研究を通して、O型糖鎖修飾を受けるタンパク質のアミノ酸配列・二次構

造・立体構造に基づいた連続的もしくは空間的なアミノ酸出現傾向解析、二次

構造指向性解析により、糖転移酵素の認識と糖種特異性の具体的な要因を議論
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することが可能となる。また、タンパク質の細胞内局在性という切り口で糖鎖

修飾機構の解明を目指すバイオインフォマティクス研究は前例がなく、その新

規性は高い。タンパク質の細胞内局在化と糖種の相関解析により、糖鎖修飾の

エラーによる疾患の具体的な要因を議論することや、修飾を受けた糖種をパラ

メータとしたタンパク質の細胞内局在予測法の開発にも応用できる。さらに、

本研究で得られる修飾機構の知見に基づいて、適切な種類の糖鎖をタンパク質

へ効果的に導入することができれば、タンパク質の機能制御が可能となり、人

工粘膜やがんワクチン、動物生体を用いない人工抗体など、医療・創薬分野へ

の応用が見込まれる。 

本研究は、糖鎖修飾の分子機構を明らかにする『基礎研究』から、その知見

を応用して糖種判別法の開発を行うまでの『応用研究』に展開していることが

特徴的である。今後、分子生物学実験と組み合わせることにより、糖転移酵素

による標的タンパク質の認識機構や糖鎖修飾機構の詳細な解明や高機能性糖タ

ンパク質の開発など、さらに幅広い応用展開が可能である。 

 

本研究では、具体的に以下の項目を実施した。本研究の全体像を図 1-9に示す。

本論文では、実施内容の詳細を、第 2章以降の各章にて述べている。 

 

第 2章 一次配列に基づく糖種判別 

1)  糖種による修飾残基付近のアミノ酸出現傾向の違いを明らかにする。 

2)  糖鎖修飾位置周辺のアミノ酸出現頻度から得られる糖種特異的な位置特

異的アミノ酸スコアマトリクス (PSSM) (Staden, Comput. Appl. Biosci., 

1989) を用いて糖種判別を行う。 

3)  一次配列では判別が難しい糖種を明らかにする。 

 

第 3章 糖タンパク質の二次構造解析 

1)  糖鎖修飾を受けるアミノ酸周辺のタンパク質の二次構造を糖種ごとに調

査し、糖転移酵素の糖種特異的な二次構造指向性を把握する。 
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2)  利用可能な糖タンパク質の立体構造数を糖種ごとに調査し、二次構造や立

体構造を糖種判別に応用できる可能性を示す。 

 

第 4章 糖鎖修飾残基周辺の空間的アミノ酸出現傾向解析 

1)  糖鎖修飾残基あるいは糖構成原子周辺の空間的アミノ酸出現傾向の解析

を行う。 

2)  糖鎖修飾位置や糖構成原子から一定距離内に存在するアミノ酸残基の出

現頻度や、物理化学的な特性に基づいた共通ルールを抽出する。 

 

第 5章 タンパク質細胞内局在経路に基づいた糖鎖修飾分布の解析 

1)  糖鎖修飾を受けているタンパク質について、細胞内局在・糖鎖修飾情報を

もとに、細胞内での局在化経路および糖種に応じて分類する。 

2)  タンパク質の細胞内局在化パタ

ーンごとに、修飾される糖種や

組合せを調査し、タンパク質の

局在化経路と糖種の相関を明ら

かにする。 

 

第 6章 タンパク質 O型糖鎖修飾の糖

種判別 

1)  アミノ酸配列・二次構造・立体

構造・細胞内局在経路解析から

得られた糖種特異的な特徴を活

用し、タンパク質 O型糖鎖修飾

における高精度糖種判別法の開

発を行う。 

 

  

ポストゲノム時代の課題：タンパク質の機能を制御する糖鎖修飾

糖鎖修飾機構の理解および糖種判別法の開発

一次配列（アミノ酸配列）を用いた
糖種判別とその限界の調査

糖の種類に依存した
二次構造の出現傾向の抽出

高精度糖種判別法の開発

1

2

糖鎖周辺の立体構造が形成する
物理化学的環境の調査3

糖タンパク質細胞内局在化経路と
糖種との相関の調査

糖タンパク質配列・構造・
細胞内局在情報

4

統
計
的
有
意
性
確
認

5

図 1-9. 本研究の全体像 
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第 2 章 一次配列に基づく糖種判別とその限界 

(Etchuya, et al., Chem. Lett., 2013; Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2013) 

 

 

2-1. 背景 

 

O型糖鎖修飾に関する情報は非常に少なく、Swiss-Protにはモチーフ残基（Ser

または Thr）上において O型糖鎖を受けていないことがデータベースに明記され

ている O 型糖鎖 “非” 修飾のアノテーションは、わずか 4 サイトしかない。こ

のように、O 型糖鎖修飾・非修飾位置を高精度で判別する予測法の開発は十分

なデータ数が得られないことから困難を極める。GalNAc修飾位置予測のための

Oglyc (Li, et al., Comput. Biol. Chem., 2006) と NetOGlyc (Steentoft, et al., EMBO J., 

2013)、GlcNAc 修飾予測のための Yin-O-Yang (Gupta and Brunak, Pac. Symp. 

Biocomput., 2002) など、いくつかの O型糖鎖修飾位置予測法がWeb 上で利用可

能であるが、ツールの予測精度はそれほど高くなく、また判別可能な糖の種類

が 3つ程度しかない。 

そこで、本研究では O型糖鎖修飾を受けるアミノ酸配列から位置特異的アミ

ノ酸出現傾向解析を用いて糖種ごとの特徴を抽出し、抽出した特徴を用いて位

置特異的アミノ酸スコアマトリクス (PSSM) (Staden, Comput. Appl. Biosci., 1989) 

を作成し、O 型糖鎖修飾残基を対象とした新たに糖種を判別する方法を提案す

るとともに、一次配列のみを情報源とした判別の限界について議論する。 
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2-2. データセット作成および解析方法 

 

Swiss-Prot 2012_06 から O型糖鎖修飾を受けた哺乳類タンパク質 254エント

リを対象に、O 型糖鎖修飾のアノテーション情報に基づいて 757 サイトのデー

タを抽出した。抽出したサイトに “potential” または “probable” のアノテーショ

ンが記載されていた場合、データセットから削除した。それぞれのデータセッ

トは O 型糖鎖修飾残基を中心に前後 10 残基ずつ、計 21 残基のアミノ酸配列と

して抽出した。O 型糖鎖修飾のアノテーション情報を基に、糖種によって 8 グ

ループ (GlcNAc、Glc、 GalNAc、Fuc、Hex、HexNAc、Man、Xyl) に分類した。

Hex とは 6単糖の総称であるが、Glcと Gal のどちらかという点が明らかにされ

ていない。また HexNAx についても、GlcNAcと GalNAcのどちらかという点が

明らかにされていない。CD-HIT (Huang, et al., Bioinformatics, 2010) を用いて、各

データセット内で 70%以上の配列類似性をもつ冗長配列を排除した。以下の組

み合わせ（表 2-1）で、Positive data と Negative data とを判別するための PSSM

を作成することとした。 

 

  negative dataset 

positive 

dataset 

Fuc Xyl + GalNAc + GlcNAc+ Glc + Hex + HexNAc + Man 

Xyl Fuc + GalNAc + GlcNAc+ Glc + Hex + HexNAc + Man 

GalNAc Fuc + Xyl + GlcNAc+ Glc + Hex + HexNAc + Man 

GlcNAc Fuc + Xyl + GalNAc+ Glc + Hex + HexNAc + Man 

 

図 2-1 は位置特異的アミノ酸出現傾向および PSSM を用いた糖の種類判別法

の模式図である。糖種特異的な位置特異的アミノ酸出現傾向 (fjp)は、膜タンパ

ク質の細胞内局在判別法 (Mukai, et al., Biosci. Biotech. Biochem., 2011) および

GPI アンカー型タンパク質の判別法 (Mukai, et al., Biosci. Biotech. Biochem., 

2013) 等の一次配列を用いた判別解析においてよく用いられている以下の式に

よって算出した。 

 f
jp

=
njp

∑ njp
20
j=1

      (2.1) 

pは O型糖鎖修飾位置を基準とした距離を示し、njp は p位置の時のアミノ酸ｊ

表 2-1. PSSM作成時のデータセット組み合わせ 
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の出現率を示している。しかし、PSSM を算出する際に 0になることを避けるた

めに、pseudo-count (Claverie and Audic, Comput. Appl. Biosci., 1996) を導入した。 

 𝑓𝑗𝑝 =
𝑛𝑗𝑝+

𝜀

20

∑ 𝑛𝑗𝑝+20
20
j=1

      (2.2) 

εは pseudo-count (= 1) を示している。位置特異的スコア sjpは全ての位置ごとに

positive datasetのアミノ酸出現率 (fjp)をnegative datasetのアミノ酸出現率 (fjp) で

割ることによって求めた。 

  𝑠𝑗𝑝 = ln(
𝑓𝑗𝑝
𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒

𝑓
𝑗𝑝
𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒)     (2.3) 

fjp
positive は positive dataset のアミノ酸出現率を示しており、fjp

negative は negative 

dataset のアミノ酸出現率を示している。判別スコア (S) は M残基目 (-10 ≦ M 

≦ 9) から N 残基目 (-9 ≦ N ≦ 10, M < N) までの計算領域における位置特異

的スコア sjpの平均である。 

 𝑆 =
1

𝐿
∑ 𝑠𝑗𝑝,(𝐿 = 𝑁 −𝑀 + 1, 𝑀 < 𝑁)𝑁
𝑝=𝑀   (2.4) 

 

当該判別方法の精度として、感度 (Sensitivity)、選択性 (Specificity)、成功率

(Success rate) を以下の計算式に沿って算出した。 

 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒

True
× 100   (2.5) 

 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 =
𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒

𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒+𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑓𝑎𝑙𝑠𝑒
× 100 (2.6) 

 𝑆𝑢𝑐𝑐𝑒𝑠𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 = √𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 × 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 ×
1

100
  (2.7) 

Positive dataset を negative dataset から判別する閾値を以下の条件で定義した。

(i) positive data と negative data を判別するための判別スコアの度数分布が重なら

なかった場合、閾値は positive data のスコア最小値と negative data のスコア最大

値の平均を示す。(ii) 判別スコアの度数分布に重なりが見られた場合、成功率が

最大値を示す閾値を探し出し、判別の閾値として定義した。閾値の候補が多数

見られた場合、最大値と最低値を示す閾値の平均を判別の閾値として定義した。 

判別精度の算出には、膜タンパク質の細胞内局在判別法 (Mukai, et al., Biosci. 

Biotech. Biochem., 2011) および GPI アンカー型タンパク質の判別法 (Mukai, et 
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al., Biosci. Biotech. Biochem., 2013) において用いられている自己テストおよび 5

分割交差検定法を用いた。自己テストでは、学習データと試験データを同一に

し、感度・選択性・成功率を求めた。5分割交差検定法では、5分割したデータ

セットのうち 4つを学習データ、残りの 1つを試験データとし、感度・選択性・

成功率を求めた。この検定を 20回繰り返し、感度・選択性・成功率の平均値を

求めた。 
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図 2-1. 位置特異的アミノ酸出現率の算出および 

PSSMを用いた判別のフローチャート 

  

Positive dataset Negative dataset

Residue -10 -9 ・・ 0 ・・ 9 10

A 5.62 5.62 9.24 8.84 8.03 6.83 2.81

C 0.40 0.80 1.61 3.21 1.20 2.81 1.20
D 2.41 7.23 3.61 5.22 4.82 4.82 0.40
E 6.83 5.22 7.63 5.62 4.82 6.02 4.02
・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
Y 2.41 3.61 3.21 3.21 3.61 2.81 3.61

Alignment position

Residue -10 -9 ・・ 0 ・・ 9 10

A 8.03 4.42 8.84 6.43 6.43 4.82 4.02

C 0.40 0.80 1.20 1.61 1.20 0.40 0.80
D 3.21 4.42 2.41 3.61 5.62 3.21 3.61
E 5.62 8.43 3.61 5.62 6.43 2.81 3.21
・ 2.81 3.61 2.41 1.20 1.61 1.20 0.80
・ 4.82 6.02 6.02 2.41 2.41 4.82 3.61
・ 2.41 2.81 2.81 1.61 0.80 4.02 3.21
Y 1.20 3.21 2.01 3.21 1.20 1.61 2.81

Alignment position

Discrimination score

False 

Positive

False 

Negative

True

Positive
True

Negative

F
re

q
u

en
cy

Threshold

PositiveNegative

Residue -10 -9 ・・ 0 ・・ 9 10

A -0.17 0.14 0.8 -0.06 0.87 0.01 -0.5

C -1.12 0.92 4.52 0.03 4.17 -0.26 -0.16
D -0.32 0.06 -0.5 -0.6 -0.26 0.1 -0.27
E 0.35 -0.58 -0.05 -0.21 0.09 -0.26 -0.26
・ -1.12 0.26 0.26 -0.94 0.64 -1.51 -0.85
・ -0.74 -0.59 -0.5 -0.37 -0.23 -1.03 -0.14
・ -0.04 0.47 0.26 1.14 -0.44 0.22 0.64
Y -0.03 0.11 -0.58 -0.03 0.07 -0.04 0.32

Alignment position

Calculating discrimination score (S)

Position-specific scoring matrix (PSSM)

Position-specific amino acid propensities

𝑆𝑗𝑝 = ln( 𝑓𝑗𝑝
𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒/𝑓𝑗𝑝

𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒
) 

𝑓𝑗𝑝
𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒 

𝑓𝑗𝑝
𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒
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2-3. 結果および考察 

 

Swiss-Prot 2012_06 から哺乳類タンパク質を対象に、O型糖鎖修飾を受ける配

列の冗長性を排除した数を示した (表 2-2)。哺乳類タンパク質中に 8種類の糖が

修飾されていることを確認した。データは Swiss-Protのアノテーション情報を基

にしているために、生体内の O 型糖鎖修飾の情報が直接反映されているとは言

えない。なぜなら、データベースでは GalNAcおよび Xyl データが多数見つかっ

ているが、それらの糖鎖が実験的プロセスの中に試料中で安定しているためと

考えられる。それゆえ、データ数の少ない糖鎖は、実験中に不安定であるため

に剥離されてしまうことが推測される。CD-HITを用いて、各糖種の代表配列を

定義した。positive dataset と negative dataset の両方に跨いだ代表配列は positive 

dataset を優先とした。そのため、GalNAcおよび Xyl の negative dataset に差が生

じている。 

 

表 2-2. Swiss-Prot 2012_06から抽出した 

O 型糖鎖修飾糖種判別に用いたデータセット 

Sugar 

Type 

Positive 

data 

Negative data 

Total GlcNAc Glc GalNAc Fuc Hex HexNAc Man Xyl 

GalNAc 249 158 57 4 0 12 5 8 1 71 

GlcNAc 57 348 0 4 248 12 5 8 1 70 

Fuc 12 391 57 4 245 0 5 8 1 71 

Xyl 71 333 57 4 246 12 5 8 1 0 

 

表2-3は自己テストおよび 5分割交差検定法による最適な計算領域と糖の種類

ごとの判別精度を示している。自己テストにおいて、GalNAc、Fuc、Xyl 修飾は

高精度で negative dataset から判別することが可能であった。5分割交差検定法を

用いたテストにおいても高精度で判別することが可能なことを示し、特に Fuc

および Xyl 修飾が極めて高い精度で判別できることが示された。 
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表 2-3. 自己テストおよび 5分割交差検定法を用いた糖種の判別精度 

糖種 計算領域 

自己テスト  5分割交差検定 

感度 (%) 
選択性 

(%) 
成功率  感度 (%) 

選択性 

(%) 
成功率 

GalNAc -2 to 4 97.6 83.8 0.904  91.0 77.2 0.838 

GlcNAc -5 to 0 87.7 53.2 0.683  37.7 34.7 0.355 

Fuc -10 to 5 100 100 1.00  100 100 1.00 

Xyl -6 to 7 97.2 98.6 0.979  82.2 93.9 0.875 

 

Xylおよび Fucデータセットは他の O型糖鎖修飾から高精度で判別できるこ

とを示した。Xyl 修飾を受けるアミノ酸配列は、Xyl だけがペントースであると

いう特徴が見られた。Fuc修飾を受けるアミノ酸配列は、顕著な Cys 残基の出現

が確認された。GlcNAc および GalNAc データは、5 分割交差検定における選択

性が 80%を下回っており、他の糖種から見分けることが困難であると示唆され

た。GalNAcデータの判別は false positive が高いために選択性が低いことが示さ

れた。GalNAc修飾は様々な機能を発揮するために、様々な構造パターンが存在

し、アミノ酸配列から特徴を抽出することが困難であると示唆された。GlcNAc

修飾を受けたアミノ酸配列は、Swiss-Prot から抽出した GlcNAc データは実験的

プロセスの過程で剥離されてしまう可能性が高く、データ数が不十分であると

考えられた。 

アミノ酸残基の物理化学的特性に基づき、O型糖鎖修飾周辺を対象に位置特

異的アミノ酸出現傾向は糖の種類ごとに算出された (図 2-2)。オレンジに着色し

た領域は、5分割交差検定法における成功率が最も高かった計算領域を示した。 

疎水性領域は O 型糖鎖修飾を受ける残基周辺でいずれの糖種においても見

られた。親水性、荷電アミノ酸を含む極性アミノ酸残基に異なる出現傾向が見

られた。Fucおよび Xyl 判別は計算領域内に顕著な特徴が見られた。Fuc修飾を

受けるアミノ酸配列は多少の荷電アミノ酸残基の出現が確認されたが、高い親

水性アミノ酸残基の出現も見られた。Xyl 修飾を受けるアミノ酸配列は計算領域

内で負電荷アミノ酸の高い出現傾向と、多少の正電荷アミノ酸残基の出現傾向

が見られた。GlcNAc および GalNAc 修飾は、計算領域内に多数の類似点が見ら

れる点から、判別精度が低いことが考えられた。 
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本研究では、タンパク質の一次配列に基づいた特徴を Fuc および Xyl のみ抽

出することができ、高精度の判別法の開発が可能であったと示された。本研究

の判別法と既存の O 型糖鎖修飾予測ツールを比較すると、既存の予測ツールで

は予測することが不可能な Fucおよび Xylを新たに予測することが可能である。

GlcNAc および GalNAc 修飾は、既存の予測ツールと大きな精度の向上などの違

いが確認されなかった。O 型糖鎖修飾を受けるアミノ酸配列では、高い疎水性

を示し、荷電アミノ酸の出現が確認され、それらの特徴が糖転移酵素の結合部

位の形成に用いられている可能性を示した。Fucおよび Xyl だけではなく多くの

O 型糖鎖修飾に関わる糖種を判別するには、タンパク質の一次配列だけではな

く O 型糖鎖修飾を受ける残基周辺の立体環境を考慮する必要があると考えられ

た。また今後、実験的に新たな O 型糖鎖修飾位置の同定が進み、学習データ数

が増えることにより、当該判別法の精度の向上が期待できる。 
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(a) GalNAc 

 

(b) GlcNAc 

 

(c) Fuc 

 

(d) Xyl 
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図 2-2. O型糖鎖修飾を受ける残基周辺の位置特異的アミノ酸特性 

赤 (●) : 正電荷アミノ酸残基、青 (■) : 負電荷アミノ酸残基、 

緑 (▲) : 親水性アミノ酸残基、紫 (◆) : 疎水性アミノ酸残基 
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第 3 章 糖タンパク質の二次構造解析 

(Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2015) 

 

 

3-1. 背景 

 

本章では、タンパク質 O型糖鎖修飾の糖種判別において、標的タンパク質の

二次構造が判別の要因になり得る可能性を探索する。O 型糖鎖修飾周辺のアミ

ノ酸配列にいくつかの構造上の特徴が見られ、GalNAc修飾はコイルまたはター

ン構造中に修飾残基が含まれていることが報告された (Julenius, et al., 

Glycobiology, 2004) ほか、GlcNAc修飾においても主にストランド構造中に修飾

残基が含まれていることが確認されている (Gupta and Brunak, Pac. Symp. 

Biocomput., 2002)。本研究では新たに、Fuc および Man修飾位置周辺に見られる

二次構造上の特徴を見出し、O 型糖鎖修飾における糖類ごとの特徴について議

論した。 

また、その二次構造の糖種特異的特

徴が、O 型の糖を修飾するための要因

であるのか、あるいは、O 型糖鎖修飾

が起こることにより標的タンパク質が

特定の二次構造に変化する傾向にある

のか、という点については、慎重に考

察する必要がある。そこで、複数の結

晶構造が得られている同一タンパク

質の構造情報ペア（図 3-1）を対象に、

O 型糖鎖が修飾されている残基・同

1TK3 1RWQ

図 3-1. O-GlcNAc修飾を含む立体構造・同じ残基

位置にも関わらず O-GlcNAcが修飾されていな

い立体構造のペア (PDB ID: 1TK3/1RWQ) 



 

25 

 

じ位置にも関わらず O 型糖鎖修飾が行われていない残基のペアを見出し、当該

残基周辺の二次構造を比較することによって、O 型糖鎖修飾の立体構造への影

響を調査した。 
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3-2. データセット作成および解析方法 

 

Swiss-Prot 2013_04 から哺乳類由来タンパク質を対象に、PDBの立体構造情報

を抽出した。PDB 2012_08 (Berman, et al., Nucl. Acids Res., 2000; Berman, et al., 

Nucl. Acids Res., 2007) から立体構造情報中の”LINK”行に“MAN”、“NAG”、

“NGA”、“FUC”が、“Ser” または “Thr” 残基に結合している結晶構造を対象に、

三次元座標データを抽出した。DSSP アルゴリズムにより二次構造を 8 種 

(alpha-helix: H, 310-helix: G, π-helix: I, turn: T, extended strand: E, beta-bridge: B, 

bend: S and coil: C) に定義して網羅的に格納したデータベース PDBFINDER2 

(Hooft, et al., CABIOS, 1996) を用いて、上記で抽出した PDBエントリの二次構造

を参照し、糖鎖修飾残基を中心に前後 5残基ずつ、計 11残基分の二次構造情報

を抽出した。 

位置特異的二次構造データは、糖鎖修飾を受けた位置を基準にアラインメン

トした。位置特異的二次構造出現傾向 (fjp) は、以下の式を用いて算出した。 

 f
jp

=
njp

∑ njp
4
j=1

      (3.1) 

 p は O 型糖鎖修飾を受けた位置を基準とした距離を示し、njpは p の時の二

次構造 j の出現傾向を示している。二次構造は 4種類 (Helix (H, G, I), Strand (B, 

E), Turn (T) and Coil (C, S)) に分類した (Hooft, et al., CABIOS, 1996; Kabsch and 

Sander, Biopolymers, 1983)。 

次に、上記で抽出した

PDB データのうち、糖鎖

修飾を含む立体構造と、同

じ残基位置にも関わらず

糖鎖を受けていない立体

構造のペアを検索し、糖鎖

修飾を含む構造と含まな

Protein Data Bank

2012-08

糖鎖を含む結晶構造

抽出 分類

糖鎖を含まない結晶構造

糖鎖修飾部位
周辺の二次構
造の出現傾向
を算出し比較

1FFM

1F7M

図 3-2. O型糖鎖修飾の立体構造への影響解析 
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い構造の双方から、修飾残基を中心とした前後 11残基分の二次構造情報を抽出

し、糖種および糖鎖の有無別に、式 3.1を用いて位置特異的二次構造出現傾向を

算出した。 
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3-3. 結果および考察 

 

[二次構造と糖鎖修飾の相関解析] 

PDB 2012_08 より、タンパク質の結晶構造中に糖鎖修飾を受けている残基位

置を抽出した。表 3-1 に、PDB中の O型糖鎖修飾残基の数を糖種ごとに示した。

GalNAcや GlcNAcでは、Swiss-Protにそれぞれ 57および 249もの修飾サイトが

含まれているにも関わらず（表 2-2）、PDB にはこれらがほとんど含まれていな

いことが示された。一方、FucやMan は、Swiss-Protに報告されている件数に対

して、立体構造データはより多く得られていることが示された。 

 

表 3-1. Protein Data Bank中の O型糖鎖修飾残基の数 

Sugar type Number 

GalNAc (NGA) 3 

GlcNAc (NAG) 8 

Fuc (FUC) 34 

Man (MAN) 28 

 

糖種ごとに、位置特異的二次構造出現傾向を算出した。GalNAc修飾は全てコ

イル構造中に見つかったが (図 3-3c)、わずか 3 エントリのデータしか存在しな

いため、統計学的有意性を示すことは困難であった。GalNAc修飾がコイルおよ

びターン構造中に確認された実験研究も報告されており、今後、立体構造解明

による GalNAc修飾情報の増加が望まれる。一方、GlcNAc修飾は、ストランド・

ターン・コイル構造中に見いだされたが、特に、ストランド構造中の修飾が多

く確認された (図 3-3b)。この結果は、GlcNAc修飾がストランド構造を形成する

領域に起こりやすいことを示している。Fuc 修飾についても、ターンおよびコイ

ル構造に比べ、ストランド構造で顕著に見いだされた (図 3-3c)。Swiss-Protのア

ノテーションによると、Epidermal Growth Factor (EGF) ドメイン中に多くの Fuc

が修飾されていることがわかった (Rana, et al., J. Biol. Chem., 2011; Rao, et al., 

Cell, 1995; Schurph, et al., FASEB J., 2012; Tan, et al., J. Cell. Biol., 2002)。複数の
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EGFドメインにおけるストランド構造末端領域で、Fuc修飾が確認された。ヘリ

ックス構造中には、Fuc修飾が全く見られなかった。Manは、ストランドおよび

コイル構造中に修飾されていたが (図 3-3d)、ストランド構造への修飾の割合が

最も高かった。 

 

(a) GalNAc 

 

(b) GlcNAc 

 

(c) Fuc 

 

(d) Man 

 

O 型糖鎖修飾のほとんどは、ストランドまたはコイル構造中に見られた。ス

トランドおよびコイル構造のみの出現傾向を図 3-4 に示した。GlcNAc および

Man では、修飾残基周辺のストランド構造の出現傾向が高いことから、ストラ

ンド構造中に修飾される傾向にあることが示唆された。また、EGF ドメイン内

のストランド構造の最も N 末端側に、Fuc が修飾されやすいことが明らかにさ
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図 3-3. 糖鎖修飾を受けた残基周辺の二次構造出現傾向 

白: ヘリックス構造 (H, G, I), 黒: ストランド構造 (E, B), 

灰: ターン構造 (T), ドット: コイル構造 (S, C). 
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れ、Fuc 転移酵素がストランド構造の境界を認識している可能性が示唆された 

(図 3-5)。また、GlcNAc および Man 修飾位置周辺で観察されたコイル構造の近

傍には、ストランド構造が見られた。この結果から、GlcNAcおよび Manの転移

酵素は、ストランド構造とそれに連なるコイル構造中のモチーフ残基を認識し

ている可能性が示唆された (図 3-6)。

 

 

図 3-4. O型糖鎖修飾を受ける残基周辺のストランドおよびコイル構造の出現傾向 

黒: ストランド構造 (E, B), ドット: コイル構造 (C, S) 

 

 

図 3-5. EGFドメインに見られる代表的な Fuc修飾 (PDBID: 1FFM) 

ストランド構造中の最も N 末端側である Ser-60に Fuc修飾 
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図 3-6. O型糖鎖修飾を受けやすい二次構造の模式図 

 

[O型糖鎖修飾の立体構造への影響] 

結晶構造が複数得られているタンパク質を対象に、PDB 2012_08 から同一残

基に糖鎖修飾を受けている結晶構造・修飾を受けていない結晶構造のペアを抽

出した（表 3-2）。糖鎖修飾を受けている結晶構造 1つに対し、受けていない結

晶構造が複数対応していた。しかし、GalNAcおよびManに関しては、該当の構

造ペアが見出せなかった。 

 

表 3-2. O型糖鎖修飾の有無によるデータ数 

Sugar type Number 

GlcNAc (NAG) 修飾あり 8 

GlcNAc (NAG) 修飾なし 81 

Fuc (FUC) 修飾あり 34 

Fuc (FUC) 修飾なし 56 

 

PDBFINDER2 (Hooft, et al., CABIOS, 1996) から該当する領域の二次構造情報

を抽出し、糖種ごとに位置特異的二次構造の出現傾向を算出した。 

 

  

-二次構造 -

コイル
ストランド
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(a) 修飾あり 

 

 

(b) 修飾なし 

 

図 3-8. GlcNAc 修飾の有無による位置特異的二次構造出現傾向の変化 

白: ヘリックス構造 (H, G, I), 黒: ストランド構造 (E, B), 

灰: ターン構造 (T), ドット: コイル構造 (S, C). 
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(a) 修飾あり 

 

 

(b) 修飾なし 

 

図 3-9. Fuc 修飾の有無による位置特異的二次構造出現傾向の変化 

白: ヘリックス構造 (H, G, I), 黒: ストランド構造 (E, B), 

灰: ターン構造 (T), ドット: コイル構造 (S, C). 

 

GlcNAc 修飾（図 3-8）において、非修飾では修飾残基より N 末端側領域内に

コイル構造の出現が見られ、修飾残基以降ではストランド構造の出現が確認さ
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れた。全体的にヘリックス構造の出現は極めて低い傾向にあった。修飾を受け

た構造では、N 末端領域内にストランドおよびコイル構造に加え、ヘリックス

構造の出現が見られた。修飾位置以降では、ストランドおよびコイル構造の出

現が確認された。ストランド構造を中心にそれに連なるコイルまたはターン構

造内に GlcNAc修飾が行われていることが推測された。 

Fuc修飾（図 3-9）において、非修飾では N末端領域内にターンおよびストラ

ンド構造が出現しており、修飾残基以降ではストランドの出現が確認された。

修飾を受けた構造では、N末端領域にコイルおよびターン構造の出現が見られ、

修飾残基以降ではストランド構造が出現していた。非修飾と修飾を受けた構造

とを比較すると、ストランド構造を中心とした出現が見られるが、修飾を受け

た構造では-1 の位置でストランド構造の出現がないことから、ストランド構造

中の最も N 末端側の残基に Fuc 修飾が行われていることが示唆された。一方で

非修飾では、-4の位置まで緩やかにストランド構造の出現が見られることから、

Fuc修飾はストランド構造を中心に認識していることが示唆された。 

これらの結果から、O 型糖鎖修飾を受けるタンパク質の立体構造は、修飾位

置以降では立体構造に糖鎖修飾の有無による影響はほとんどないことが示唆さ

れた。しかしながら、修飾残基より N 末端側では、二次構造の出現傾向に差異

が見られることから、修飾残基の N末端側の立体構造には O型糖鎖修飾が影響

を与える可能性が考えられた。今後、O 型糖鎖修飾を含む結晶構造が増えるこ

とにより統計的評価が可能となり、糖種特異性の有無についても議論できるよ

うになることが期待される。 

 

[二次構造上の特徴の糖種判別への応用] 

表 3-3より、GlcNAc 修飾は Swiss-Prot中の数に比べ、PDB中に含まれる数が

大幅に少ない。一方、Fuc修飾では Swiss-Prot、PDBともにほぼ同数のデータが

存在した。GlcNAc修飾は他の O型糖鎖修飾より剥離されやすいという特徴が確
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認されており、結晶構造を作製する際に GlcNAc修飾が剥離されている可能性が

考えられる。 

 

表 3-3. データセット 

Sugar type Origin Number 

GlcNAc 
Swiss-Prot 2013_04 59 

PDB 2012_08 8 

Fuc 
Swiss-Prot 2012_08 29 

PDB 2013_04 25 

 

Swiss-Prot由来の糖鎖修飾情報を基にアミノ酸配列を抽出し、PDB結晶構造か

ら二次構造情報を抽出した。GlcNAc 修飾（図 3-10）においては、Swiss-Prot の 

“DRPDB” 行に記載されている PDB IDの構造情報に基づくと、ヘリックス構造

の出現傾向が高く、約半数の GlcNAc修飾サイトはヘリックス構造を形成してい

ることが示された。一方、PDB より抽出した結晶構造から GlcNAc 修飾残基周

辺の二次構造の出現傾向を算出すると、ヘリックス構造の出現が極めて低いこ

とが示された。Swiss-Prot由来の二次構造出現傾向のうち、ヘリックス構造を除

くストランド、ターン、コイル構造の出現傾向と PDB由来の二次構造出現傾向

が類似していた。それゆえ、GlcNAc 修飾のうち、ヘリックス構造に結合する

GlcNAc と、ストランドやコイル構造に結合する GlcNAc とに分類できる可能性

が考えられ、異なる標的をもつ複数の GlcNAc転移酵素の存在が示唆された。 

Fuc修飾（図 3-11）においては、Swiss-Prot と PDBの双方で Fuc 修飾残基が一

致している場合のみ、Swiss-Prot と PDB のそれぞれから二次構造情報を抽出し

た。Swiss-Prot と PDBともに、Fuc修飾残基周辺の二次構造の出現傾向に高い類

似性が見られた。いずれにおいても、ストランド構造中の最も N 末端側の残基

に Fuc修飾が起こりやすい傾向が見られた。一方、GlcNAc修飾（図 3-10）にお

いては、Swiss-Prot の情報では約半数がヘリックス構造に特異的に修飾されてい

るが、PDB の立体構造情報に基づくと、ストランドまたはコイル構造に修飾さ

れていた。ヘリックス構造に行われる GlcNAc修飾は修飾・切断のサイクルが極
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めて早いか、結合が不安定で結晶構造を作成する過程で切断・剥離してしまう

可能性が推測された。ヘリックス構造中の特殊な GlcNAc修飾を、学習データセ

ットから除外することにより、GlcNAc修飾の判別精度を向上することも可能で

あると考えられた。 
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(A) Swiss-Prot由来 

 

 

(B) PDB由来 

 

図 3-10. (A) Swiss-Protおよび (B) PDB 由来の 

GlcNAc 修飾残基周辺の位置特異的二次構造出現傾向 

白: ヘリックス構造 (H, G, I), 黒: ストランド構造 (E, B), 

灰: ターン構造 (T), ドット: コイル構造 (S, C). 
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(A) Swiss-Prot由来 

 

 

(B) PDB由来 

 

図 3-11. (A) Swiss-Protおよび (B) PDB 由来の 

Fuc 修飾残基周辺の位置特異的二次構造出現傾向 

白: ヘリックス構造 (H, G, I), 黒: ストランド構造 (E, B), 

灰: ターン構造 (T), ドット: コイル構造 (S, C). 
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第 4 章 糖鎖修飾残基周辺の空間的アミノ酸出現傾

向解析 

(Etchuya and Mukai, unpublished paper 1) 

 

 

4-1. 背景 

 

Fucと Xyl に関しては、タンパク質一次配列を用いて高精度で他の糖種から判

別が可能であった。しかしながら、他の糖種に関しては、タンパク質の一次配

列を用いて判別することは困難であることが示された (Etchuya, et al., Chem. 

Lett., 2013; Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2013)。タンパク質二次構造の

出現傾向解析では、Fuc修飾タンパク質において顕著な特徴が見られた (Etchuya 

and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2015)。一方で、他の糖種に関しては糖種特異的

な特徴は得られなかったものの、O 型糖鎖修飾全体での特徴が得られた。上記

の特徴はタンパク質の機能部位における、糖鎖修飾の意味を明らかにするにあ

たり非常に有用であり、生物学的な意味付けの大きな助けになる。しかしなが

ら、タンパク質結晶構造のデータ数の偏りから、統計的有意性を議論すること

は難しく、最適なパラメータの探索が必要である。それゆえ、糖鎖修飾の詳細

なメカニズムを明らかにすると同時に、さらに多くの種類の糖を正確に判別す

るために、糖鎖修飾位置周辺の立体的な環境を考慮に加える必要があることが

示唆された。糖鎖修飾の詳細なメカニズムを明らかにするにあたり、糖転移酵

素と直接相互作用する糖鎖修飾部位周辺の空間的な環境を考慮に入れることは

必要不可欠であるといえる。しかしながら、タンパク質結晶構造を対象とした

統計的な糖鎖研究はほとんど行われておらず、タンパク質の結晶回折の実験が

困難であることを理由とした結晶構造データ数の偏りが十分に想定できる。そ

れゆえ本研究では、立体構造情報量から糖種特異性の統計的有意性を十分に考



 

40 

 

慮しつつ、アミノ酸配列や二次構造では判別パラメータとしての特徴に乏しい

GlcNAc に着目した。本章では GlcNAc 修飾を受けたタンパク質における修飾残

基周辺の立体的なアミノ酸出現傾向を、Fuc 修飾残基周辺の傾向と比較すること

により、糖種特異的な特徴の抽出を目指した。  
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4-2. データセット作成および解析方法 

 

Swiss-Prot 2016_07 より、結晶構造が明らかにされている哺乳類由来のタンパ

ク質を抽出した。さらに、当該タンパク質中のアミノ酸の三次元座標および糖

鎖修飾情報を、PDB 2016_03 より抽出した。  

 

表 4-2. データセット 

 

アミノ酸 

配列 
二次構造 

立体構造 

糖鎖修飾残基周辺 

（図 4-3A参照） 

糖構成原子周辺 

（図 4-3B参照） 

Fuc 

GlcNAc 

12 

57 

36 

31 

9 

14 

9 

14 

 

糖鎖修飾残基周辺の立体的な環境を明らかにするために、糖鎖修飾残基およ

び糖鎖分子と相互作用しうる距離に存在するアミノ酸残基の特徴抽出を目指し

た。本研究では、一定の半径を持つ単位球を想定し、単位球内にアミノ酸残基

を構成する原子のうち、いずれかが存在した場合、対象となる糖鎖またはアミ

ノ酸残基と相互作用しているとし、それらのアミノ酸出現傾向を算出した。修

飾されたモチーフ残基は除外した。単位球の中心には、糖鎖修飾残基（図 4-1A）

と糖鎖分子 (図 4-1B) を採用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 4-1. 立体空間内のアミノ酸出現傾向解析のための計算領域 

(A) 糖鎖修飾を受けたアミノ酸を中心とした場合 

(B) 糖を構成する原子を中心とした場合 

r(b) (c)

r

S/T

Calculation region (11 AA.)

-5 0 5-1 1・・・ ・・・

(a)

(A) (B) 

r(b) (c)

r

S/T

Calculation region (11 AA.)

-5 0 5-1 1・・・ ・・・

(a)
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4-3. 結果および考察 

 

[糖鎖修飾位置周辺および糖を構成する原子周辺のアミノ酸出現傾向解析] 

O 型糖鎖修飾を取り巻く空間において特徴的に出現するアミノ酸残基を観察

するために、糖鎖修飾残基周辺の空間的位置特異的アミノ酸出現傾向を解析し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2より、糖種に応じて、異なるアミノ酸残基が糖鎖修飾残基周辺に近接し

ていることがわかった。Fuc修飾（図 4-2A）では、Cys 残基が高い出現傾向を示

していた。Cys 残基はタンパク質の構造形成でも初期に S-S 結合を形成するため
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図 4-2. 糖鎖修飾残基周辺のアミノ酸出現傾向 

(A) Fuc修飾 (B) GlcNAc修飾 
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に、Fuc転移酵素が修飾残基を認識する際に必要である可能性が考えられる。ま

た、Asn 残基も極めて高い出現傾向を示していた。親水性を示す Asn 残基や負

電荷を持つ Asp残基が Fuc修飾残基周辺で顕著に確認された。一方で、GlcNAc

修飾（図 4-2B）では、Tyr残基の出現傾向が高かった。また、Ser 残基や Asn残

基などの親水性アミノ酸残基の高い出現傾向が確認された。Ala残基や Leu 残基

などの疎水性残基が高い出現傾向を示していた。芳香族アミノ酸残基はアミノ

酸残基の中でも極めて大きな体積を有するが、糖鎖認識タンパク質であるレク

チンの糖鎖認識部位に見られ、糖の選択性に重要であることが報告されている

(Satoh, et al., Mol. Cell, 2010)。GlcNAc周辺の Tyr残基も、目的の糖種や糖転移酵

素の選択性に寄与している可能性が考えられる。また、Fuc修飾でも GlaNAc修

飾でも親水性アミノ酸残基が見られた。 

また、O 型の糖を構成する原子それぞれを中心に単位球を想定し、糖分子と

相互作用しうる距離に存在するアミノ酸残基を算出し、空間的位置特異的アミ

ノ酸出現傾向を以下の図 4-3に示した。 
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図 4-3 は糖分子と相互作用しうる距離内のアミノ酸残基の出現傾向を示して

いる。Cys 残基は糖分子に近接した距離内に高い頻度で出現していた。Cys 残基

は他の Cys 残基と S-S 結合を構成し、これらの構造が Fuc 修飾において、重要

である可能性が示された。加えて、Ile 残基も高い出現傾向を示しており、構造

異性体である Leu 残基はほとんど見られなかった。そのため、Ile 残基の構造が

重要であることが示唆された。また、Asn残基の出現傾向が高いことが確認され

た。Cys 残基や Ile 残基はストランド構造によく含まれることや、Asn 残基はタ

ーン構造中の出現傾向が高いことが報告されており、二次構造解析を支持する

結果が得られた (Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2015)。Fuc分子と比べ
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図 4-3. 糖構成原子周辺のアミノ酸出現傾向 

(A) Fuc (B) GlcNAc 
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て、GlcNAc 分子の周辺では、Asn 残基や Thr 残基などの親水性アミノ酸残基や

Gly残基の出現傾向が高かった。Asn残基や Gly残基はターン構造中によく見ら

れることから、二次構造解析と近い結果が得られた。また、Trpや Tyr残基など

芳香族アミノ酸残基の出現傾向が高かった。Trpや Tyrなどの芳香族アミノ酸残

基が GlcNAc 分子の周辺に存在していることは、GlcNAc 分子の保持や GlcNAc

分子以外の修飾を阻害するなど GlcNAc の選択性に本質的な要素であることが

考えられた。 

糖種に応じて、特徴的なアミノ酸残基がそれぞれの糖分子周辺に空間的に存

在しており、一次配列では近接していないが、構造的に近接しているアミノ酸

残基の糖種特異的な特徴を明らかにすることができた。 

 

[糖鎖認識タンパク質の認識メカニズム解析] 

上記の解析から、Fuc 修飾では周辺に Cys 残基や親水性アミノ酸残基の高い出

現傾向が確認され、GlcNAc 修飾では親水性アミノ酸残基や Tyr や Trp などの芳

香族アミノ酸残基の高い出現傾向が見られた。図 4-4 からも、GlcNAc 転移酵素

や GlcNAc分解酵素、Fuc分子を介したタンパク質複合体の糖鎖を認識する領域

には、たくさんの芳香族アミノ酸残基や電荷を持ったアミノ酸残基が空間的に

近接していることがわかる。とりわけ、芳香族アミノ酸残基は O 型糖鎖認識・

修飾メカニズムにおいて、共通して、本質的に重要な要素であることが考えら

れた。 
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Fucと GlcNAc修飾を対象に、相互作用が見られる 3.5 Å以内の領域では、Cys

残基や Tyr 残基の出現が確認された（図 4-4）。糖鎖を認識し結合するタンパク

質であるレクチンのうち、Man 分子を特異的に認識するレクチンでは、Trp-Trp

残基からなる認識モチーフ（図 4-5）がMan 分子の選択性に重要であることが報

告されている (Satoh, et al., Mol. Cell, 2010)。この結果に基づくと、糖鎖修飾残基

に空間的に近接した芳香族アミノ酸残基は、目的の糖または糖転移酵素の選択

性に必要であることが考えられる。とりわけ、GlcNAc修飾は、一次配列を使っ

Phe

Phe

2PUQ

Fucose

1DVA1DVA
Tyr

Fucose

2YDQ

Phe

Trp

Tyr
Tyr

GlcNAc

4GYW
Tyr

Phe

GlcNAc

2RHP

Trp

GlcNAc

図 4-4. 糖鎖修飾残基 3.5 Å以内の芳香族性残基と荷電残基 

(A) Fuc修飾タンパク質 (1DVA), Fuc 修飾タンパク質複合体(2PUQ) 

(B) GlcNAc修飾タンパク質 (2RHP), GlcNAc転移酵素 (4GYW), 

GlcNAc 分解酵素 (2YDQ), 

紫: 芳香族性残基, 赤: 正電荷残基, 青: 糖修飾残基, 白: 糖 

(A) Fuc 

(B) GlcNAc 
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た判別では困難であったが、今後 PDB データ数の拡大に伴い GlcNAc 修飾情報

が蓄積され、統計的有意性が担保されれば、上記で見られた芳香族アミノ酸残

基の特徴を応用することによって、高精度に GlcNAc修飾が判別できる可能性が

示された。 

 

 

 

 

  

Trp-Trp motif

図 4-5. Man を認識するレクチンにおける糖認識 Trp-Trpモチーフ 

(Satoh, et al., Mol. Cell, 2010) 
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第 5 章 タンパク質細胞内局在経路に基づいた糖鎖

修飾分布の解析 

(Etchuya, et al., unpublished paper 2) 

 

 

5-1. 背景 

 

真核細胞に含まれる多くのタンパク質は、翻訳後に小胞体やゴルジ体などで

さまざまな修飾を受け、成熟タンパク質としての成長を遂げる。糖鎖修飾は主

要な翻訳後修飾のひとつとして知られ (Hansen, et al., Biochem. J., 1995)、タンパ

ク質の構造形成、機能発現、酵素活性などに関与している。O型糖鎖修飾では、

Serと Thrがモチーフ残基として知られ、ゴルジ体でそれぞれの糖転移酵素によ

ってさまざまな種類の糖が修飾される。ゴルジ体において O 型糖鎖修飾によっ

て成熟したタンパク質の多くは、細胞外に分泌される。また、一部のタンパク

質は糖鎖により細胞外マトリクスの基礎が構築され、細胞外マトリクスを形成

する (Hollingsworth and Swanson, Nat. Rev., 2004; Fukuda, Biochim. Biophys. Acta, 

2002)。しかしながら、近年で

はさらに複数種の糖鎖の発見

や、これまで糖鎖修飾が存在し

ないと考えられていた核や細

胞質、ミトコンドリアなどの細

胞内小器官でも、O 型糖鎖修飾

が見いだされた  (Cao, et al., 

PLOS ONE, 2013; Kreppel, et al., 

J. Biol. Chem., 1997;  Hart, 

Annu. Rev. Biochem., 1997; 

Whelan and Hart, Circ. Res., 

小胞体・ゴルジ体・細胞膜・分泌タンパク質

核・細胞質・ミトコンドリア局在タンパク質

図 5-1. タンパク質の細胞内局在化経路と糖鎖修飾 
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2003; Comer and Hart, J. Biol. Chem., 2000)。また、それぞれの糖種が、特異的な

生化学反応や異なる役割を担っていることが明らかにされつつある(Lowe and 

Marth, Annu. Rev. Biochem., 2003; Haltiwanger and Lowe, Annu. Rev. Biochem., 2004)。

このような背景から、糖種と生化学的な機能との相関を明らかにするための基

盤が、除々に構築されてきたといえよう。 

我々は、PSSMを用いてO型糖鎖修飾の糖種を判別する予測法の開発を行い、

アミノ酸配列情報のみを用いて、Fucと Xyl を他の糖種から高精度で判別するこ

とができた (Etchuya, et al., Chem. Lett., 2013; Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. 

Eng., 2013)。しかしながら、タンパク質の一次配列を用いた糖種判別では、とり

わけ GlcNAc修飾の判別が困難であることが示された。また、標的タンパク質の

二次構造（第 3章）(Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2015) および立体構

造（第 4章）(Etchuya and Mukai, unpublished paper 1) に関して、糖種判別の要素

としての可能性を検討したが、糖種特異性を見出すことは可能であったものの、

データセット数が問題となり統計的有意性が担保できず、糖種判別法への応用

は難しいことが明らかになった。 

そこで本章では、糖鎖修飾がタンパク質の成熟化の一部である点に着目し、

タンパク質の細胞内輸送経路と糖種の相関を解析した。特に、タンパク質は生

合成された後、大まかには、小胞体を経由しない細胞内在性タンパク質と、小

胞体を経由する分泌型タンパク質・シグナルアンカー型タンパク質・膜貫通型

タンパク質の、2つの輸送経路に分かれる（図 5-1）。そこで、この 2つの細胞内

輸送経路と糖種特異性、および、その特徴には統計的有意性が担保されるか否

かという点について調査し、O 型糖鎖修飾の糖種判別の要素として応用できる

可能性を検討した。 
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5-2. データセット作成および解析方法 

 

Swiss-Prot 2015_06 より哺乳類タンパク質を対象に “FT CARBOHYD” 行に O

型糖鎖修飾の情報を持つタンパク質を抽出した。抽出したタンパク質群から 

“FT SIGNAL” と “FT TRANSMEM” 行のシグナルの有無に関する情報に基づい

て、細胞内在型タンパク質・分泌型タンパク質・シグナルアンカー型タンパク

質・膜貫通型タンパク質の 4 種類に分類した（表 5-1）。それぞれのタンパク質

に修飾されている糖鎖の出現傾向を解析し、タンパク質の細胞内輸送経路と糖

鎖の修飾過程との相関を調査した。 

 

表 5-1. O型糖鎖修飾を受けたタンパク質の数 

糖タンパク質のトポロジー シグナルペプチドの有無 膜貫通領域の有無 エントリ数 

細胞内在型 － － 59 

分泌型 + － 105 

シグナルアンカー型 － + 18 

膜貫通型 + + 48 
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5-3. 結果および考察 

 

糖鎖修飾されたタンパク質エントリを、タンパク質が有するシグナル領域を

基に、細胞内在型タンパク質・分泌型タンパク質・シグナルアンカー型タンパ

ク質・膜貫通型タンパク質の 4 種類に分類した。各グループのタンパク質群に

修飾された糖種の出現傾向を解析した。細胞内在型タンパク質の多くは核や細

胞質、ミトコンドリアに局在していた。これらのタンパク質は GlcNAc修飾のみ

を受けていることを明らかにした（図 5-2）。シグナルペプチドやシグナルアン

カーなどの小胞体移行シグナル配列を持たず、小胞体を経由しない局在化経路

を持つタンパク質は、GlcNAc修飾を選択的に受けていた。核や細胞質で特異的

に発見された GlcNAc 修飾は、リン酸化と共役しタンパク質の機能発現のコント

ロールをしていることが報告されている (Wang, et al., Sci. Signal., 2010) ほか、

近年では、ミトコンドリアにも GlcNAc 修飾が見られることが確認されている 

(Cao, et al., PLOS ONE, 2010)。これらの実験報告も、小胞体を経由しない局在化

経路を持つタンパク質が、GlcNAc修飾を受けていることを裏付けている。 
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図 5-2. 細胞内在型糖タンパク質の糖種出現傾向 
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シグナルペプチドを持ち、膜貫通領域を持たない糖タンパク質は一般的には

細胞外に分泌され、一部の糖タンパク質は細胞外マトリクスを形成する。これ

らのタンパク質は外部からのシグナルを受信する受容器としての働き(Kao, et 

al., Biochem., 1999; Stanley, Curr. Opin. Struct. Biol., 2007) や、自身がシグナルタン

パク質として他の細胞にシグナルを伝達する。とりわけ、Fuc修飾は、シグナル

伝達を開始する因子であることも知られている。図 5-3によると、分泌型糖タン

パク質では GalNAc修飾の出現傾向が高く、Fuc修飾および Xyl 修飾も確認され

た。分泌タンパク質のうち 2種のタンパク質においては GlcNAc修飾も見られた

が、1つはシグナルペプチドを持ち、エキソソームに局在化するタンパク質であ

った。エキソソームは細胞全体に見られるが、特に核内に集中して存在してい

る。そのために、エキソソームに分泌された後に、核内で GlcNAc 修飾を受ける

ことが予測される。もう 1 つの GlcNAc 修飾タンパク質については、Swiss-Prot

中の引用論文 (Schjoldager, et al., J. Biol. Chem., 2010) を確認したところ、GlcNAc

が修飾されているとのアノテーションがある残基には実際には GalNAc が修飾

されていることが報告されており、データベースへの記載ミスだと考えられた。 

シグナルアンカー型タンパク質は、Xyl や GalNAc、GlcNAc 修飾を受けてい

た（図 5-4）。Fuc修飾はシグナルアンカー型タンパク質には修飾されていなかっ

た。GlcNAc修飾タンパク質が 2種見つかったものの、これらは核やミトコンド

リア膜に局在化していることがわかり、細胞内局在化経路を考慮すると小胞体
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図 5-3. 分泌型糖タンパク質の糖種出現傾向 
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を経由しないグループに所属する可能性が高い。 

シグナルペプチドと膜貫通領域をもつ膜貫通型タンパク質では、Fuc や Xyl、

GalNAc修飾が確認された（図 5-5）。膜タンパク質のほとんどは GalNAc修飾を

受けており、細胞膜に局在化していた。また、図 5-3、5-4 との比較から、シグ

ナルペプチドがなければ、Fuc修飾を受けない要因であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

O 型糖鎖修飾はたいてい細胞外基質を構成し、細胞膜の保護やシグナル伝達

のコントロールなどその生化学的な役割から GalNAc修飾のみが着目され、研究

されていた (Hattrup and Gendler, Annu. Rev. Physiol., 2008; Carraway and Hull, 

Glycobiology, 1991; Strous and Dekker, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 1992)。本章で、

Signal-anchored proteins

0

20

40

60

80

100

Fuc Xyl GalNAc GlcNAc

P
ro

p
e

n
s
it
y

(%
)

Sugar type

0

20

40

60

80

100

Fuc Xyl GalNAc GlcNAc

Transmembrane Proteins

P
ro

p
e

n
s
it
y
 (
%

)

Sugar type

図 5-4. シグナルアンカー型糖タンパク質の糖種出現傾向 

図 5-5. 膜貫通型糖タンパク質の糖種出現傾向 
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これらの分泌タンパク質には GalNAcばかりでなく、Fucや Xyl などの糖種多様

性があることを示した。特に、シグナルアンカー型タンパク質では、GalNAcの

他に Xyl のみが修飾されることを示した。また、シグナルペプチドを持つ分泌

タンパク質・膜貫通タンパク質のみが Fuc 修飾を受けており、シグナルペプチ

ドを認識する過程で Fuc 修飾が起きる可能性を示した。シグナルペプチドや膜

貫通領域を持ち、小胞体やゴルジ体を経由する膜貫通型タンパク質においては、

Fuc や Xyl、GalNAc が修飾されることを示した。小胞体に輸送されない細胞内

在性タンパク質は GlcNAc 修飾のみを選択特異的に受けていることが明らかに

された。これらは、糖転移酵素の細胞内局在性（図 5-6）ともよく一致した結果

となった。本章では、糖鎖修飾をタンパク質の成熟過程と捉える切り口で、細

胞内での多様な糖種分布の存在と、細胞内局在経路の糖種特異性を示すことが

できた。細胞内局在経路は、O型糖鎖修飾における GlcNAc判別の有力なパラメ

ータとなり得る。 
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第 6 章 タンパク質 O型糖鎖修飾の糖種判別 

(Etchuya, et al., unpublished paper 2) 

 

 

6-1. 背景 

 

第 2 章で、一次配列を用いた O 型糖鎖修飾の糖種判別法では Fuc や Xyl が高

精度で判別することが可能であることがわかった。一方、一次配列を用いた判

別法ではとりわけ GlcNAc の判別が困難であることが示された (Etchuya, et al., 

Chem. Lett., 2013; Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2013)。第 3章から第 4

章では、二次構造 (Etchuya and Mukai, J. Biomech. Sci. Eng., 2015)・立体空間 

(Etchuya and Mukai, unpublished paper 1) におけるアミノ酸出現傾向の糖種特異

的な特徴抽出には成功したものの、修飾される糖の情報が未だ不明瞭なタンパ

ク質に糖種判別を適用するにあたり、立体構造が不明なケースがほとんどであ

ることから、二次構造や立体構造に基づく情報を糖種判別法に応用することは

困難であった。また、二次構造や立体構造から得られた糖種特異的特徴は、デ

ータ数の不足により統計的有意性が担保できていないという問題も含んでいた。

第 5 章では、タンパク質の細胞内局在化経路に基づいた糖種分布を解析するこ

とで、核や細胞質、ミトコンドリアに局在化する小胞体に輸送されないタンパ

ク質群は GlcNAc のみが修飾されることを明らかにした  (Etchuya, et al., 

unpublished paper 2)。データベースでの蓄積量やアノテーションの信頼性も高い、

小胞体輸送シグナル（シグナルペプチド・シグナルアンカー）の有無により、

GlcNAcの判別が可能であり、O型糖鎖修飾の糖種判別法への応用が可能である

ことが示唆された。本章では、第 2章で開発した PSSM を用いる糖種判別法に、

輸送シグナルの有無による GlcNAc 判別を加えるために、GlcNAc 以外の糖種が

それぞれ判別可能であることを示しつつ、GlcNAc 判別が困難であることした。  
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6-2. データセット作成および解析方法 

 

Swiss-Prot 2016_07 から O型糖鎖修飾を受けた哺乳類タンパク質 254エント

リを対象に、“FT CARBOHYD” 行に O-Fuc, O-Xyl, O-GalNAc, O-GlcNAcのいず

れかのアノテーションが付与されており、かつ、“potential” または “probable” の

アノテーションの記載のない O 型糖鎖修飾位置周辺のデータを抽出した。それ

ぞれのデータについて、O 型糖鎖修飾残基を中心に前後 10 残基ずつ、計 21 残

基のアミノ酸配列を抽出した。また、“FT SIGNAL” と “FT TRANSMEM” の有

無の情報を、配列データに加えて抽出した。データセットは、第 2 章で用いた

データセットから最新のバージョンを使用し、糖種に基づいて 4グループ (Fuc, 

Xyl, GalNAc, GlcNAc) に分類した（表 6-1）。CD-HIT (Huang, et al., Bioinformatics, 

2010) を用いて、各データセット内で 70%以上の配列類似性をもつ冗長配列を排

除した。以下、各グループ総当たりの組み合わせ（表 6-2）で、PSSM を作成す

ることとした。 

 

 

 冗長 非冗長 

Fuc 37 36 

Xyl 21 18 

GalNAc 525 304 

GlcNAc 110 92 

 

 

  positive dataset 

  Fuc Xyl GalNAc GlcNAc 

negative 

dataset 

Fuc － ◯ ◯ ◯ 

Xyl － － ◯ ◯ 

GalNAc － － － ◯ 

GlcNAc － － － － 

 

糖種特異的な位置特異的アミノ酸出現傾向 (fjp) の算出には以下の式を用い

た。 

 f
jp

=
njp

∑ njp
20
j=1

      (6.1) 

表 6-2. PSSM作成時のデータセット組み合わせ 

表 6-1. 糖種別データ数 
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pは O型糖鎖修飾位置を基準とした距離を示し、njp は p位置の時のアミノ酸ｊ

の出現率を示している。しかし、PSSM を算出する際に 0になることを避けるた

めに、pseudo-count (Claverie and Audic, Comput. Appl. Biosci., 1996) を導入した。 

 𝑓𝑗𝑝 =
𝑛𝑗𝑝+

𝜀

20

∑ 𝑛𝑗𝑝+20
20
j=1

      (6.2) 

εは pseudo-count (= 1) を示している。位置特異的スコア sjpは全ての位置ごとに

positive datasetのアミノ酸出現率 (fjp)をnegative datasetのアミノ酸出現率 (fjp) で

割ることによって求めた。 

  𝑠𝑗𝑝 = ln(
𝑓𝑗𝑝
𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑒

𝑓
𝑗𝑝
𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒)     (6.3) 

fjp
positive は positive dataset のアミノ酸出現率を示しており、fjp

negative は negative 

dataset のアミノ酸出現率を示している。判別スコア (S) は計算領域における位

置特異的スコア sjpの平均である。 

 𝑆 =
1

𝐿
∑ 𝑠𝑗𝑝,(𝐿 = 𝑁 −𝑀 + 1, 𝑀 < 𝑁)𝑁
𝑝=𝑀   (6.4) 

 

当該判別方法の精度として、感度 (Sensitivity)、選択性 (Specificity)、成功率

(Success rate) を以下の計算式に沿って算出した。 

 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒

True
× 100   (6.5) 

 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 =
𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒

𝐶𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑡𝑟𝑢𝑒+𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑐𝑡𝑙𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑𝑓𝑎𝑙𝑠𝑒
× 100 (6.6) 

 𝑆𝑢𝑐𝑐𝑒𝑠𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 = √𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 × 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 ×
1

100
  (6.7) 

Positive dataset を negative dataset から判別する閾値を以下の条件で定義した。

(i) positive dataと negative data を判別するための判別スコアの度数分布が重なら

なかった場合、閾値は positive data のスコア最小値と negative data のスコア最大

値の平均を示す。(ii) 判別スコアの度数分布に重なりが見られた場合、成功率が

最大値を示す閾値を探し出し、判別の閾値として定義した。閾値の候補が多数

見られた場合、最大値と最低値を示す閾値の平均を判別の閾値として定義した。 

判別精度の算出には、自己テストおよび 5分割交差検定法を用いた。自己テ

ストでは、学習データと試験データを同一にし、感度・選択性・成功率を求め
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た。5分割交差検定法では、5分割したデータセットのうち 4つを学習データ、

残りの 1 つを試験データとし、感度・選択性・成功率を求めた。この検定を 20

回繰り返し、感度・選択性・成功率の平均値を求めた。 
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6-3. 結果および考察 

  

 本章では、前章までの検討において、O 型糖鎖修飾の糖種判別のパラメータ

として利用可能であると考えられた PSSM および細胞内局在経路を用いて、糖

種判別を試みた。 

まず、O 型糖鎖修飾の糖種判別のパラメータとして、糖鎖修飾残基周辺のア

ミノ酸出現傾向から求められる PSSM のみを用いて、糖種判別を行った。第 2

章で行った糖種判別と異なる点は、Swiss-Prot のバージョンが更新されている点

と、各糖種総当たりの組み合わせで判別精度を算出している点である。総当た

りの利点は、アミノ酸配列情報で高精度に判別することが困難な糖種の組み合

わせ、すなわち、糖鎖修飾残基周辺のアミノ酸出現傾向が類似している糖種の

組み合わせを探し当てることができることである。また、細胞内局在性やシグ

ナルペプチド・膜貫通領域の有無が不明のタンパク質配列の糖種判別を行う可

能性も鑑み、糖種特異的 PSSM のみをパラメータとして用いた際の信頼性を算

出した（表 6-3）。 

 
表 6-3. 自己テストおよび 5分割交差検定法を用いた糖種の判別精度 

 

糖種 

ペア 
計算領域 

自己テスト  5分割交差検定 

感度 

(%) 

選択性 

(%) 
成功率  

感度 

(%) 

選択性 

(%) 
成功率 

Xyl, Fuc -1 to 2 100 100 1.00  100 100 1.00 

GalNAc, Fuc -1 to 0 97.2 94.6 0.959  97.1 95.0 0.960 

GalNAc, Xyl -2 to 0 99.7 100 0.998  83.3 96.0 0.883 

GlcNAc, Fuc -10 to 1 100 100 1.00  100 100 1.00 

GlcNAc, Xyl -3 to 1 83.3 88.2 0.857  88.3 83.0 0.847 

GlcNAc, GalNAc -3 to 3 68.5 78.8 0.734  55.4 54.674 0.549 

 

PSSM を用いた判別においては、Fuc・Xyl・GalNAc内、および Fuc・Xyl・GlcNAc

内は、どの組合せにおいても成功率 85%～100%の判別が可能であった。しかし、

GalNAcと GlcNAcの組み合わせでは成功率 55%と、判別精度は極めて低かった

ことから、アミノ酸配列情報のみの判別が困難である組み合わせは GalNAc と

GlcNAc であることがわかった。GlcNAc 修飾は細胞内局在経路情報が存在すれ

ば完全に判別できるため、GalNAc と GlcNAc の判別には輸送シグナル配列の有
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無を利用することが望ましいと考えられた。 

そこで、糖種特異的 PSSM および細胞内局在経路（シグナルペプチド・膜貫

通領域の有無）をパラメータとし、タンパク質 O 型糖鎖修飾における糖種判別

を行った（表 6-4）。 

 
表 6-4. PSSMおよびシグナル配列の有無を用いた糖種判別精度 

（5分割交差検定） 

 

糖種 

ペア 
計算領域 

5分割交差検定 

感度 

(%) 

選択性 

(%) 
成功率 

Xyl, Fuc -1 to 2 100 100 1.00 

GalNAc, Fuc -1 to 0 97.1 95.0 0.960 

GalNAc, Xyl -2 to 0 83.3 96.0 0.883 

GlcNAc, Fuc － 100 100 1.00 

GlcNAc, Xyl － 100 100 1.00 

GlcNAc, GalNAc － 100 100 1.00 

 

その結果、細胞内局在経路（シグナルペプチド・膜貫通領域の有無）をパラ

メータに加えることにより、GlcNAc修飾は完全に分離することが可能となるこ

とがわかった。したがって、まず細胞内局在経路（シグナルペプチド・膜貫通

領域の有無）によって GlcNAcと Fuc・Xyl・GalNAcの 2グループに分類し、Fuc・

Xyl・GalNAc 内において PSSM を用いて判別スコアを算出することにより、高

精度に O 型糖鎖修飾糖種を判別することが可能となった。本研究における提案

手法による O型糖鎖修飾の糖種判別戦略を図 6-1に示した。 

 

 

GlcNAc

GalNAc Xylose Fucose

(1) Nucleus,
cytoplasm,

mitochondria
proteins

(2) Organelle membrane
and secreted proteins

Subcellular localization 
prediction

Discrimination by
Amino acid sequences

図 6-1. O型糖鎖修飾糖種判別の戦略 
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第 7 章 結論 

 

 

 

本研究では O 型糖鎖修飾を受けるタンパク質のアミノ酸配列・二次構造・立

体構造・細胞内局在経路における糖種特異的な特徴を抽出し、O 型糖鎖修飾の

糖種判別に用いることができるパラメータの探索、および、高精度糖種判別法

の開発を行った。各章の概要を以下に示す。 

 

第 2章 一次配列に基づく糖種判別 

O 型糖鎖修飾を受けている糖種によって、修飾残基付近のアミノ酸出現傾向

が異なることを明らかにした。また、糖鎖修飾位置周辺のアミノ酸出現頻度か

ら得られた PSSM を用いることにより、一部の糖種については高精度な糖種判

別の開発に成功した。糖鎖修飾の有無を判別する精度が 85%程度であった従来

法と比較し、特に Xyl は 5分割交差検定において成功率 88%、Fuc は 100%と極

めて高精度に判別することができた。従来の O 型糖鎖修飾予測法では対応して

いない糖種が多かったが、本研究では糖種特異的な PSSMを用いることにより、

より多くの糖種に対応した判別を可能にした。一方で、GalNAc と GlcNAc を他

の糖種の修飾サイトから判別する精度は低く、一次配列に基づく糖種判別には

限界があることがわかった。 

 

第 3章 糖タンパク質の二次構造解析 

立体構造データベース (PDB) の原子座標データに O 型糖鎖を含むタンパク

質を対象とし、糖種ごとに、糖鎖修飾位置周辺の二次構造のバリエーションを

調査した。その結果、糖種ごとに二次構造の出現傾向に特徴が見られ、各糖を

修飾する糖転移酵素の認識における二次構造の指向性を示すことができた。O

型糖鎖修飾はストランド構造とコイル構造の境目に受けやすいことを明らかに
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したほか、特に Fuc はストランド中の最も N 末端側の残基に修飾されやすい傾

向にあることがわかった。 

一方、PDB に含まれる O 型の糖の情報を調査したところ、GalNAc, GlcNAc

修飾位置は Swiss-Prot に数多く報告されているにも関わらず、いずれも結晶構造

数は 1 桁しかなく、二次構造・立体構造の特徴を糖種判別法に活用するには、

統計的有意性が乏しいことも示された。 

 

第 4章 糖鎖修飾残基周辺の空間的アミノ酸出現傾向解析 

Fuc修飾と GlcNAc 修飾を受けた糖鎖周辺の物理化学的環境を調査した。構造

既知の糖タンパク質を対象に、糖鎖修飾残基および糖構成原子周辺の出現傾向

を調べた。Fuc修飾の周辺では、とりわけ Pheおよび Cys 残基の出現傾向が高か

った。これら Cys 残基は他の Cys とジスルフィド結合しており、Fuc転移酵素が

ジスルフィド結合からなる初期構造を認識している可能性を示すことができた。

一方、GlcNAc修飾では Tyr残基および疎水性残基 (Ala, Val) の高頻度出現を見

いだし、糖鎖修飾位置周辺に高疎水性環境を形成していることを明らかにした。

糖鎖認識残基の周辺に芳香族アミノ酸が存在することは、糖転移酵素や糖分解

酵素にも共通しており、Fucや GlcNAc修飾位置周辺で見られた芳香族アミノ酸

が、それぞれの糖鎖修飾の選択性に寄与している可能性を示すことができた。

今後、PDB に含まれる GlcNAc 修飾タンパク質の構造情報が増加すれば、糖種

判別法にも活用できるであろう。 

 

第 5章 タンパク質細胞内局在経路に基づいた糖鎖修飾分布の解析 

O 型糖鎖修飾を受けている糖タンパク質について、細胞内局在・糖鎖修飾情

報をもとに、細胞内での局在化経路および糖種に応じて分類した。糖タンパク

質をシグナルペプチドや膜貫通領域の有無で、細胞内在型・分泌型・シグナル

アンカー型・膜貫通型の 4グループに分類し、O型糖鎖修飾の糖種を調査した。

シグナルペプチドもしくは膜貫通領域を有する分泌型・シグナルアンカー型、

あるいはその両方を有する膜貫通型の糖タンパク質は、トランスロコンから小
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胞体に挿入され、小胞体を経由する局在化経路（小胞体・ゴルジ体・細胞膜・

細胞外分泌）を通る。小胞体経由の 3グループにおいては、主として Fuc・Xyl・

GalNAcの修飾が見られた。一方、小胞体を経由しない局在化経路（核・細胞質・

ミトコンドリア）を通る細胞内在型タンパク質においては、O型糖鎖修飾の 100%

が GlcNAc によることがわかった。上記の結果は、O-Fuc・O-Xyl・O-GalNAc・

O-GlcNAc転移酵素の細胞内局在性とよく一致した。本項目では特に、一次配列

では判別が難しかった GlcNAc 修飾タンパク質の細胞内局在化経路の特異性が

明らかになり、糖種判別のための強力なパラメータになることが示された。 

 

第 6章 タンパク質 O型糖鎖修飾の糖種判別 

O 型糖鎖修飾を受けるタンパク質の糖鎖修飾位置周辺のアミノ酸配列から得

られた糖種特異的 PSSM および細胞内局在経路（シグナルペプチド・膜貫通領

域の有無）をパラメータとし、タンパク質 O 型糖鎖修飾における糖種判別を行

った。本項目では、判別が難しい糖種の組み合わせを明らかにするために、各

糖種総当たりの組み合わせ判別を行った。また、細胞内局在性やシグナルペプ

チド・膜貫通領域の有無が不明のタンパク質配列の糖種判別を行う可能性も鑑

み、糖種特異的 PSSM のみをパラメータとして用いた際の糖種判別の精度も求

めた。 

PSSM を用いた判別においては、Fuc・Xyl・GalNAc内、および Fuc・Xyl・GlcNAc

内は、どの組合せにおいても成功率 85%～100%の判別が可能であった。しかし、

GalNAcと GlcNAcの組み合わせでは成功率 55%と、判別精度は極めて低かった。

つまり、アミノ酸配列情報のみの判別が困難である組み合わせは GalNAc と

GlcNAcであることがわかった。しかし、細胞内局在経路（シグナルペプチド・

膜貫通領域の有無）をパラメータに加えることにより、GlcNAc 修飾位置は

GalNAc修飾位置から完全に分離することが可能である。したがって、まず細胞

内局在経路（シグナルペプチド・膜貫通領域の有無）によって GlcNAcと Fuc・

Xyl・GalNAcの 2グループに分類し、Fuc・Xyl・GalNAc内において PSSM から
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スコアを算出することにより、高精度に O 型糖鎖修飾糖種を判別することが可

能となった。 

 

今後、新たな糖種についても、利用可能な公共データベースに情報が蓄積さ

れることにより、本研究で行ったアミノ酸配列・立体構造・細胞内局在化経路

の糖種特異的特徴を抽出して利用することにより、糖種を判別することができ

ると考えられる。修飾を受けた糖種をパラメータとしたタンパク質の細胞内局

在予測法の開発や、糖鎖修飾のエラーによる疾患の具体的な要因を議論するこ

とにも応用できる。 

第 5 章で行った細胞内局在化経路と糖種との相関解析を、人工タンパク質を

用いて検証することは急務である。ヒト培養細胞に発現させた人工タンパク質

の細胞内局在化経路の観察を行うとともに、修飾を受けた糖種を分析し、局在

化経路と糖種の相関を評価することを計画している。まず、細胞内局在化経路

を変更した人工タンパク質を設計する。次に、HeLa細胞で人工タンパク質を発

現させ、抗体染色法により局在化経路を調査し、目的の経路をたどっているか

を確認する。続いて、人工タンパク質を精製し、ウェスタンブロッティングと

質量分析法を用いて糖種の分析を行う予定である。 

さらに、タンパク質の細胞内局在化経路や組織特異性、生物種特異性に基づ

いた糖種をバイオインフォマティクス解析と実験によって明らかにすることに

より、網羅的な糖鎖修飾の知識ベースを構築でき、包括的な糖鎖修飾のメカニ

ズムを議論できる。適切な種類の糖鎖をタンパク質へ効果的に導入し、タンパ

ク質の機能制御を可能にすることにより、人工粘膜やがんワクチン、動物生体

を用いない人工抗体など、医療・創薬分野への工学的応用が実現できる。 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A -2.70 -0.12 -3.04 -2.90 -3.06 0.05 -3.21 -3.06 -3.09 -0.44 3.41 

C 2.70 -1.22 -1.56 0.95 -1.22 3.22 -1.55 4.64 -1.54 3.41 3.41 

D -2.44 -2.97 -2.90 -2.78 -0.02 0.12 -3.15 -2.93 -2.30 -0.99 3.41 

E -3.07 0.22 0.18 0.18 -2.89 0.01 -3.06 -3.23 -3.28 -2.16 3.41 

F -2.44 -2.09 -1.81 -1.69 -1.68 -0.99 1.25 -1.99 -1.21 -2.16 3.41 

G -0.03 -2.78 1.41 -3.04 -2.93 -2.89 -2.85 -2.69 1.73 1.31 3.41 

H 2.04 -1.56 1.49 -1.40 -1.68 -0.71 -2.08 -1.68 -0.70 -1.54 3.41 

I -1.92 -2.55 -2.17 -1.91 -2.37 -2.31 0.61 -2.08 -2.30 -2.48 3.41 

K -2.55 0.87 -1.81 -1.91 -1.55 -2.24 -2.49 1.14 -2.30 -1.21 3.41 

L -0.30 -2.78 -2.55 -2.70 -3.00 -2.64 1.03 -2.89 -2.92 -2.37 3.41 

M -0.72 -1.22 -0.72 -1.56 -2.00 -1.21 -0.99 -0.99 -1.99 -0.99 3.41 

N -1.41 -1.91 0.80 0.80 -1.55 -2.00 -1.68 3.00 -2.43 -1.21 3.41 

P 1.15 -3.16 -3.29 1.86 0.68 -3.53 0.91 -3.54 -0.50 -3.92 3.41 

Q -2.25 -2.38 -2.25 -2.60 -2.24 -2.54 1.48 -3.03 -2.73 -2.16 3.41 

R -2.38 -2.44 -2.70 -2.55 0.88 -2.59 -2.49 -1.90 -2.16 -1.39 3.41 

S -0.44 0.32 1.28 0.26 -3.24 0.40 0.68 -2.99 1.68 -3.12 -0.40 

T 0.00 -2.83 -3.13 -0.49 -2.86 0.62 -2.93 -2.64 -2.64 -0.04 0.16 

V -2.44 -2.90 -2.78 -2.44 0.11 -2.54 -2.43 -3.23 -2.64 1.22 3.41 

W 0.34 3.54 -0.72 -0.32 4.08 -1.21 0.36 -0.99 -0.31 -0.70 3.41 

Y -1.81 -1.56 -2.01 -1.22 -1.80 -1.39 -0.99 -0.99 -1.79 -1.39 0.36 

            

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A -2.96 -3.58 -2.92 0.19 -3.18 -2.60 -2.65 -2.91 -3.22 -2.79 
 

C 4.78 0.36 -1.68 0.36 0.35 -1.00 -1.69 -0.33 -2.01 2.88 
 

D -2.08 -3.06 2.12 0.36 -2.86 -2.65 -2.70 -2.91 0.66 -2.98 
 

E -2.99 -2.64 0.74 -3.03 -2.60 -2.90 0.26 0.39 -0.15 0.00 
 

F -0.99 -1.90 -2.37 -1.39 -1.22 -2.00 2.03 -2.10 -2.25 1.81 
 

G -4.01 1.76 0.51 2.17 -3.03 -2.94 0.01 -2.94 0.25 -3.02 
 

H -0.70 1.15 -1.21 -2.00 -1.55 0.87 -2.00 -0.72 1.48 -1.92 
 

I -1.39 -2.08 -1.79 -1.39 1.28 1.13 -1.81 -1.56 1.61 0.79 
 

K -2.08 2.32 2.74 -2.16 0.50 -2.50 0.87 -2.75 0.87 -2.18 
 

L -2.08 -2.54 0.68 -3.00 0.71 -2.74 0.18 -2.87 -2.79 -2.39 
 

M -0.99 -1.54 -1.21 1.65 -1.55 -1.56 1.82 -2.01 -1.70 -1.01 
 

N -1.54 -2.16 1.92 1.25 -2.24 1.82 -1.40 -1.81 0.79 -1.92 
 

P -3.44 -3.20 -4.25 -3.71 0.13 -3.36 -3.66 0.42 -3.46 -3.25 
 

Q -2.43 1.15 0.68 0.67 0.80 1.65 0.55 -2.55 0.95 -2.39 
 

R -2.48 -2.43 -1.68 -2.08 -2.49 0.40 -2.60 2.61 0.66 2.35 
 

S -3.20 0.08 -0.35 -3.33 0.01 -0.32 0.53 0.42 -0.03 -3.25 
 

T -3.20 -2.99 -3.06 -3.38 -0.02 -0.03 0.58 -3.32 -3.05 -3.30 
 

V -2.77 0.79 -2.30 -2.73 1.07 -2.86 -2.90 -2.94 -2.45 -2.95 
 

W -0.70 -0.31 3.41 3.40 0.35 -0.72 -0.32 -0.33 -1.23 -0.33 
 

Y -0.70 -0.99 -1.68 -1.39 -1.00 2.03 -1.56 2.15 1.48 -2.10 
 

表 A-1. Fuc修飾位置を他の糖の修飾位置から判別するための PSSM（第 2章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.02 -0.30 -1.13 -0.22 -1.89 -0.69 0.08 0.07 -0.44 0.25 1.53 

C -0.52 0.17 -3.43 0.33 -3.09 -3.87 1.24 -0.51 -3.41 1.53 1.53 

D 1.40 0.88 1.29 1.18 0.97 0.39 0.75 1.24 1.67 2.60 1.53 

E -0.42 0.71 0.65 0.27 0.28 0.55 0.88 1.06 1.23 1.07 1.53 

F 0.64 0.83 0.83 1.52 -0.38 2.59 1.13 0.98 0.18 1.07 1.53 

G 1.08 0.19 0.52 0.78 0.23 0.48 -0.49 1.35 0.07 1.18 1.53 

H -3.10 -0.23 -3.57 -3.28 -0.38 -2.58 -0.83 -3.55 -2.58 -3.41 1.53 

I -0.64 -0.60 0.32 -0.63 0.44 0.84 0.22 -0.82 -1.13 0.29 1.53 

K -4.43 -0.25 -0.52 -0.63 -0.23 -0.99 -1.26 0.05 -1.06 -3.08 1.53 

L -1.06 0.42 0.20 1.34 0.15 0.62 -0.40 -0.97 0.24 0.08 1.53 

M -2.60 -3.28 0.85 0.62 0.55 1.13 0.46 -2.86 0.56 -2.86 1.53 

N -0.06 0.15 0.51 -0.33 0.62 0.56 -0.38 -3.77 -1.19 0.18 1.53 

P 0.04 -0.05 -0.42 -1.93 -0.44 -0.92 -0.97 -2.35 -2.37 -1.64 1.53 

Q -1.01 -0.41 0.23 0.43 -4.11 -1.32 -0.40 -0.11 -0.01 -0.91 1.53 

R 0.42 -0.01 -0.76 -4.47 0.24 -0.65 -1.26 0.16 -4.03 -3.26 1.53 

S -0.45 -0.20 -0.27 -0.89 -0.14 -0.49 0.39 -1.79 -0.01 0.00 1.00 

T -0.74 -4.70 -1.23 -1.26 -0.50 -0.04 -0.25 -0.25 0.10 -0.47 -3.11 

V 0.34 -0.22 0.42 -0.01 0.39 0.22 -1.20 -0.60 -0.69 -1.20 1.53 

W -1.53 -0.17 -2.59 1.52 -3.67 0.18 -1.52 0.47 1.53 0.87 1.53 

Y 1.73 -0.23 -3.88 0.17 0.84 0.85 0.46 0.47 1.31 0.85 -1.51 

            

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A -4.83 -0.36 -1.01 -0.21 0.11 -0.66 -0.71 -0.23 -0.59 0.18 
 

C -4.17 -1.51 0.45 -1.52 -1.52 -2.88 0.44 5.23 0.03 0.42 
 

D -3.95 1.78 0.63 1.09 0.72 1.04 0.76 1.59 0.91 0.37 
 

E -4.86 0.84 1.03 0.93 0.15 0.66 0.95 0.69 0.38 0.72 
 

F -2.86 0.17 1.03 -0.04 1.13 -3.88 1.52 1.18 -4.13 0.83 
 

G 3.13 -0.89 2.34 -0.11 1.53 -0.26 0.87 0.60 0.36 0.66 
 

H -2.58 -0.72 0.18 -3.87 -3.42 -1.00 -0.74 -2.60 -0.39 0.14 
 

I -3.26 -0.06 -3.66 -0.04 -0.14 -3.88 -3.68 0.61 -1.01 -0.34 
 

K -3.95 -3.55 -2.58 -4.04 -4.47 0.28 0.23 -0.37 -1.01 -0.18 
 

L -3.95 0.22 0.01 0.15 -0.15 1.08 -0.55 0.32 0.76 0.34 
 

M -2.86 -0.37 0.18 0.63 0.62 1.24 -3.28 -3.88 -0.39 0.44 
 

N -3.41 -0.15 0.05 0.69 -0.99 0.62 -3.28 -0.52 -0.34 -3.80 
 

P -5.31 -0.88 -2.00 -0.68 -1.03 -0.75 -0.63 -0.48 0.33 -0.62 
 

Q -4.30 0.05 -1.19 0.36 -1.07 -0.55 -0.14 -1.33 0.71 -0.42 
 

R -4.35 -4.30 1.53 -0.83 -1.26 -1.48 -0.26 -4.26 -0.48 -0.38 
 

S -5.07 0.63 -0.81 0.06 0.07 0.02 -0.92 -0.09 -0.46 -0.37 
 

T -5.07 -1.79 -1.15 -0.13 -0.44 -0.20 -0.08 -1.01 -0.71 -0.43 
 

V -1.60 -1.79 -4.17 -0.35 -0.02 0.09 0.05 -1.03 0.34 -1.04 
 

W 0.87 1.53 1.53 1.53 4.57 2.19 1.52 -2.20 1.11 -2.21 
 

Y -2.58 -2.86 1.03 -3.27 1.53 0.15 -0.23 -0.52 -3.57 0.82 
 

表 A-2. Xyl修飾位置を他の糖の修飾位置から判別するための PSSM（第 2章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A -0.17  0.14  0.80  -0.06  0.87  0.01  -0.50  0.49  -0.15  -0.02  -0.45  

C -1.12  0.92  4.52  0.03  4.17  -0.26  -0.16  -2.49  -0.74  -0.45  -0.45  

D -0.32  0.06  -0.50  -0.60  -0.26  0.10  -0.27  -0.59  -0.86  -1.52  -0.45  

E 0.35  -0.58  -0.05  -0.21  0.09  -0.26  -0.26  -0.25  -0.25  -0.92  -0.45  

F -1.12  0.26  0.26  -0.94  0.64  -1.51  -0.85  -1.00  0.90  -0.61  -0.45  

G -0.74  -0.59  -0.50  -0.37  -0.23  -1.03  -0.14  -1.42  -0.33  -1.08  -0.45  

H -0.04  0.47  0.26  1.14  -0.44  0.22  0.64  0.63  0.22  1.30  -0.45  

I -0.03  0.11  -0.58  -0.03  0.07  -0.04  0.32  -0.45  1.47  0.24  -0.45  

K 1.23  0.48  0.26  0.94  -0.72  -0.16  0.24  -0.27  -0.86  -0.06  -0.45  

L 0.79  -0.26  0.66  -0.80  -0.44  -0.54  0.65  0.80  0.13  0.15  -0.45  

M 3.68  0.47  -1.10  -0.72  0.11  -0.05  -1.51  0.62  -0.27  0.61  -0.45  

N 0.25  0.41  0.26  -0.18  -0.16  -0.26  0.64  -0.45  1.07  -0.06  -0.45  

P -0.20  0.14  0.08  0.17  0.02  0.84  0.06  0.36  0.59  1.68  -0.45  

Q -0.43  -0.43  0.16  0.18  0.56  0.58  -0.09  0.06  -0.19  -0.74  -0.45  

R -0.43  0.17  -0.61  0.18  -0.44  -0.24  0.50  -0.05  0.01  1.12  -0.45  

S 0.29  -0.04  -0.50  0.32  0.03  -0.02  -0.56  0.78  -0.26  0.15  -0.97  

T 0.83  0.95  0.92  0.90  0.76  0.12  0.85  0.46  0.24  0.28  1.04  

V -0.55  0.10  -0.09  -0.32  -0.23  0.58  0.43  0.32  0.70  -0.57  -0.45  

W 2.61  -1.23  3.68  -4.15  -1.13  0.91  2.60  0.62  -4.17  0.22  -0.45  

Y -0.66  -0.14  -0.61  -0.83  -0.66  0.24  0.62  -0.45  -0.67  -1.13  -3.50  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 0.51  0.24  -0.31  0.08  -0.33  0.40  0.71  -0.07  0.29  0.25  
 

C -1.83  2.59  -1.53  2.60  2.60  0.62  0.06  -4.16  -0.77  -0.94  
 

D 0.64  -0.96  -0.74  -0.36  -0.13  -0.54  0.11  -0.67  -0.56  0.57  
 

E 0.82  -0.55  -0.70  -0.25  0.94  -0.22  -0.68  -0.36  0.29  -0.31  
 

F 3.94  0.39  -0.20  1.13  -0.84  1.04  -1.28  -0.78  2.08  -0.44  
 

G -2.55  -0.37  -2.15  -0.90  -1.08  -0.16  -1.09  -0.45  -0.29  -0.98  
 

H 0.22  -0.63  0.90  1.81  1.31  0.14  1.04  3.67  0.06  0.12  
 

I 1.12  -0.45  0.23  -0.16  -0.76  -0.26  0.93  -0.73  -0.73  -0.03  
 

K 0.35  0.05  0.22  -0.60  0.72  -0.44  -0.44  -0.18  -0.44  -0.28  
 

L 0.64  0.64  -0.10  -0.04  0.07  0.00  0.60  0.02  0.31  -0.79  
 

M 3.94  0.63  0.90  -0.16  -0.16  -0.16  0.24  0.24  -0.95  0.63  
 

N -0.17  0.46  -1.01  0.11  -0.15  -1.34  1.13  0.79  0.65  0.93  
 

P 1.91  0.68  1.38  0.86  0.41  0.62  0.70  0.47  -0.05  0.03  
 

Q 0.15  -0.63  -0.57  -0.56  0.25  -0.22  -0.44  -0.13  -1.63  0.35  
 

R -0.67  -0.10  -0.96  -0.29  0.25  0.18  0.47  -0.45  -0.32  -0.70  
 

S 1.00  -0.59  0.37  -0.40  0.25  -0.13  -0.23  -0.40  0.12  0.88  
 

T 1.00  0.93  0.48  0.11  0.39  0.86  0.01  0.85  0.61  0.41  
 

V 0.69  0.93  0.24  0.59  -0.35  -0.13  -0.01  1.34  -0.09  0.15  
 

W 0.22  -0.45  -0.45  -0.44  -3.49  -1.11  -4.16  3.27  -0.04  3.28  
 

Y 0.22  0.61  -0.67  0.24  -1.51  -1.00  -0.73  -0.22  0.64  -0.44  
 

表 A-3. GalNAc修飾位置を他の糖の修飾位置から判別するための PSSM（第 2章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.82  0.36  0.14  0.53  0.29  0.78  0.93  -0.89  0.82  -0.21  1.79  

C 0.56  -2.84  -3.17  -0.66  -2.83  -3.61  -3.16  -3.41  0.04  1.79  1.79  

D -4.04  -1.51  -0.73  -0.60  -4.71  -0.79  -0.56  -0.75  -0.80  -2.60  1.79  

E -0.46  0.40  -0.73  -0.24  0.05  -0.18  -0.46  -1.13  -4.89  -0.65  1.79  

F 0.93  -3.71  -3.42  -3.30  -0.12  -2.61  -0.37  0.82  -2.82  0.11  1.79  

G 0.08  0.68  -0.69  0.14  0.00  0.27  0.09  0.30  -0.46  -0.30  1.79  

H 0.44  0.03  0.54  -3.02  1.28  1.12  0.20  0.71  1.13  0.04  1.79  

I -0.36  0.12  0.19  0.94  -0.06  -0.80  -1.06  0.70  -3.98  -0.26  1.79  

K -1.05  -0.74  -3.42  -0.37  1.50  0.50  0.84  0.31  1.66  -2.82  1.79  

L -0.04  -0.15  -1.12  -0.05  0.18  0.63  -1.30  -0.27  -0.31  -0.13  1.79  

M -2.32  0.88  1.11  0.03  -0.47  -2.83  0.72  0.73  0.43  -2.60  1.79  

N -3.00  -0.38  -3.93  -0.81  0.03  -0.47  -0.12  -3.51  -4.04  -2.82  1.79  

P -0.02  -0.01  0.05  -0.54  -0.18  -0.04  -0.09  0.80  0.34  -1.78  1.79  

Q 0.51  0.69  0.01  -0.40  0.78  -1.06  0.26  -1.56  -0.09  0.89  1.79  

R 0.34  -0.22  1.22  0.69  -0.73  1.17  0.19  0.42  1.33  0.22  1.79  

S 0.17  0.04  0.68  0.27  0.27  0.32  0.25  0.37  0.01  0.26  0.30  

T -0.89  -0.20  -0.23  -0.47  -0.24  -0.28  -0.71  0.01  -0.43  0.04  -0.34  

V 0.62  0.04  0.18  0.61  -0.04  -4.15  0.26  0.16  0.02  1.27  1.79  

W -1.25  -3.79  -2.33  1.78  -3.41  -2.83  -1.26  -2.60  -1.92  -2.32  1.79  

Y -3.40  0.88  0.29  1.38  0.55  -3.01  -2.61  0.73  -0.24  0.22  -1.25  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 0.46  0.43  1.05  0.05  0.54  0.42  0.02  0.34  0.53  -0.12  
 

C -3.91  -1.25  -0.11  -1.26  -1.26  0.73  -0.10  -1.90  0.22  -3.27  
 

D 0.71  -0.89  -0.73  -1.26  -0.68  0.02  -1.20  -1.40  -0.18  -4.59  
 

E 0.37  -0.43  -0.13  -0.83  -4.21  -0.70  0.15  -0.07  -1.03  -0.88  
 

F -2.60  -0.36  -0.87  -3.01  0.44  -0.46  -3.50  0.23  -3.83  -2.99  
 

G -0.93  0.42  -0.68  0.15  -0.15  0.28  -0.13  0.03  -0.17  0.80  
 

H 1.13  0.82  -2.82  -0.47  0.03  0.51  -0.46  -2.30  -0.09  -0.34  
 

I 0.22  1.11  0.56  0.89  0.76  0.32  0.43  0.06  0.53  -0.04  
 

K 0.99  -0.11  -2.32  1.64  0.06  0.56  0.03  0.54  0.53  0.62  
 

L -0.56  -1.10  -0.20  -0.39  -0.11  -4.29  -0.70  0.12  -4.40  0.94  
 

M -2.60  -0.11  -2.82  -3.16  0.03  -3.15  0.23  0.33  1.31  -2.58  
 

N 0.89  -3.69  0.82  -3.61  -0.73  0.05  -3.00  -0.22  -0.85  0.44  
 

P -1.99  -0.62  -1.22  -0.86  0.12  -0.22  -0.79  -0.71  0.10  0.14  
 

Q -0.20  0.31  1.44  -0.20  -0.06  0.33  0.71  0.79  1.35  -0.12  
 

R 1.57  0.62  0.04  -0.56  0.54  0.25  0.02  -0.11  -0.18  -0.52  
 

S 0.16  0.41  0.08  0.95  -0.50  0.42  0.77  0.49  0.31  -0.63  
 

T 0.16  -0.39  0.53  0.29  -0.50  -1.62  0.02  -0.18  -0.09  0.26  
 

V 0.15  -0.82  0.79  -0.09  0.51  0.11  0.33  -0.73  -0.18  0.72  
 

W -2.32  -1.92  1.79  1.79  -1.26  -2.31  -1.91  -1.90  -2.80  -1.90  
 

Y 1.13  -2.60  0.56  1.11  0.72  0.43  1.52  -0.22  -0.09  0.22  
 

表 A-4. GlcNAc修飾位置を他の糖の修飾位置から判別するための PSSM（第 2章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.00  -0.42  -3.44  1.34  -2.38  -3.05  0.67  0.67  1.34  0.45  0.67  

C -4.90  0.67  0.67  -2.38  0.67  -5.10  0.67  -5.33  0.67  0.67  0.67  

D 0.67  0.00  4.38  0.00  1.73  -3.05  3.71  5.28  0.67  0.67  0.67  

E 0.67  0.27  1.73  0.67  4.38  1.73  1.90  5.62  5.46  3.71  0.67  

F 0.67  4.38  3.71  4.38  0.00  0.67  -3.05  3.71  0.67  0.67  0.67  

G 2.02  1.34  -1.37  1.73  0.67  -0.90  3.71  4.78  -4.90  0.16  0.67  

H -3.05  0.67  -2.38  0.67  0.67  0.67  0.67  -3.44  0.67  0.67  0.67  

I 0.67  -2.38  3.71  0.67  0.67  0.67  -2.38  0.67  0.67  0.67  0.67  

K -2.38  -2.38  3.71  -2.38  0.67  0.67  -2.38  -2.38  0.67  0.67  0.67  

L 0.00  0.27  3.71  1.73  -0.01  4.38  -1.08  0.67  4.38  0.67  0.67  

M 0.67  0.67  -2.38  3.71  4.38  0.67  0.67  0.67  4.38  0.67  0.67  

N 3.71  -2.38  0.67  -1.08  0.67  3.71  0.67  -4.82  0.67  0.67  0.67  

P -0.68  3.71  0.27  -4.53  -0.62  3.71  -1.59  0.67  0.67  0.67  0.67  

Q -2.38  -2.38  0.67  1.34  0.67  3.71  -0.90  0.67  -2.38  0.67  0.67  

R 1.34  3.71  3.71  -2.38  -3.73  3.71  -3.05  3.71  0.67  -3.44  0.67  

S 0.67  0.67  -1.93  -4.13  0.67  -0.90  -0.40  0.67  -2.12  0.67  0.92  

T 1.34  -3.05  -3.05  -3.44  4.38  0.67  4.38  3.71  -2.38  0.67  -5.42  

V 3.71  0.27  4.38  0.67  0.67  0.67  -2.38  0.67  3.71  -4.64  0.67  

W -3.44  -1.59  0.67  0.67  -4.73  3.71  0.67  0.67  3.71  0.67  0.67  

Y 0.67  0.67  -2.38  0.67  3.71  3.71  0.67  0.67  0.67  3.71  0.67  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 0.67  3.71  0.67  0.67  1.34  -3.44  3.71  1.34  -2.38  -2.38  
 

C -5.89  -2.38  0.67  0.67  0.67  0.67  0.67  -2.38  3.71  -1.59  
 

D 0.67  2.24  -1.49  1.57  0.67  -2.38  3.71  4.38  1.34  0.00  
 

E 0.67  1.73  1.34  0.67  0.00  4.38  -0.01  1.75  1.34  2.02  
 

F 0.67  0.67  0.67  3.71  4.38  0.67  -0.40  0.67  0.67  -3.05  
 

G 6.56  -2.06  0.20  -2.28  1.34  -0.68  -0.01  -2.38  0.00  5.06  
 

H 0.67  -3.44  0.67  -2.38  0.67  -3.05  3.71  0.67  -2.38  0.67  
 

I 0.67  -0.40  -2.38  0.67  -0.42  -2.38  0.67  0.67  -3.44  0.67  
 

K 0.67  -3.44  -2.38  0.67  -2.38  3.71  1.34  3.71  -3.73  -2.38  
 

L -2.38  1.06  -3.95  -3.05  -1.08  1.34  0.00  0.67  1.06  0.00  
 

M 0.67  0.67  3.71  -3.05  0.67  0.67  -2.38  0.67  0.67  0.67  
 

N 0.67  0.67  0.27  0.67  0.67  -3.05  0.67  0.67  -3.05  0.67  
 

P 0.67  0.67  4.38  4.38  0.27  3.71  4.38  -0.40  1.06  0.67  
 

Q 0.67  0.00  0.00  0.67  -2.38  -4.41  0.67  0.67  -3.05  3.71  
 

R 0.67  0.67  0.00  0.67  0.67  -0.90  -0.68  -4.90  -0.90  -4.53  
 

S 0.67  0.67  -3.05  -3.05  1.34  0.67  -4.13  0.27  -3.44  4.38  
 

T 0.67  0.67  3.71  4.38  -0.24  1.34  -0.42  0.00  1.06  3.71  
 

V 0.67  -3.05  -2.38  0.67  -4.13  1.06  3.71  0.67  0.67  -0.90  
 

W 0.67  3.71  0.67  0.67  3.71  0.67  -2.38  0.67  0.67  0.67  
 

Y 0.67  0.67  3.71  0.67  -3.05  0.00  -3.44  -4.28  -3.44  -2.38  
 

表 A-5. Xyl修飾位置と Fuc修飾位置を判別するための PSSM（第 6章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.41  -0.53  0.19  0.99  1.29  0.32  0.44  4.19  1.43  -0.36  -2.11  

C -2.86  2.52  2.52  -0.19  2.85  -3.26  2.01  -4.39  2.00  -2.11  -2.11  

D 3.47  0.13  3.54  -0.25  0.69  0.07  3.89  3.73  -0.34  2.00  -2.11  

E 1.23  -0.16  0.85  0.18  4.08  1.07  0.44  4.19  3.98  3.09  -2.11  

F -0.52  2.85  2.70  2.85  -1.42  -0.75  -0.73  1.61  2.29  2.69  -2.11  

G 0.63  0.57  -1.29  0.69  0.56  -1.15  3.84  3.46  -1.68  -1.73  -2.11  

H -0.61  2.70  -0.19  2.70  2.85  2.29  0.05  -1.60  0.94  2.51  -2.11  

I 2.70  0.34  2.99  2.85  3.30  3.20  0.42  2.98  3.53  3.60  -2.11  

K 0.91  0.63  3.21  0.26  3.47  3.79  0.62  -0.07  3.60  2.84  -2.11  

L 0.75  -0.38  3.85  0.80  -0.50  3.94  -0.61  4.03  4.07  3.38  -2.11  

M 2.02  2.85  -1.43  2.52  2.29  -1.04  0.94  2.00  2.51  1.60  -2.11  

N 2.99  0.26  -0.06  -1.69  2.85  2.98  2.51  -2.03  3.53  2.69  -2.11  

P -0.12  4.30  0.35  -1.12  -0.74  4.58  -0.65  4.72  1.65  5.36  -2.11  

Q -0.52  0.57  0.34  0.75  3.47  3.46  -1.08  3.89  0.94  2.97  -2.11  

R 0.26  2.99  3.47  0.50  -1.55  3.46  -0.25  3.46  3.09  -1.61  -2.11  

S 0.40  0.71  -1.21  -0.34  4.19  -0.58  -0.38  4.03  -1.72  0.31  -0.23  

T 1.12  0.37  0.68  0.70  4.30  0.22  4.03  3.73  0.48  1.24  0.15  

V 3.21  -0.38  3.68  0.50  0.49  3.99  0.49  4.39  3.83  -1.05  -2.11  

W -3.16  -3.69  2.01  -2.10  -3.39  2.01  0.94  -2.11  -2.11  1.60  -2.11  

Y 2.30  2.52  -0.19  0.95  2.29  2.51  2.29  2.00  -2.11  2.00  -2.11  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 4.15  4.58  0.98  0.80  1.04  -0.31  4.13  0.58  1.13  0.71  
 

C -4.95  -5.15  1.61  0.95  0.95  2.02  2.31  -2.08  3.00  -2.76  
 

D 3.29  0.33  -2.36  -0.51  0.50  0.43  3.62  3.81  0.27  0.30  
 

E 4.39  0.49  -0.07  1.11  0.33  3.74  -1.00  0.10  1.05  0.77  
 

F 1.61  2.69  3.09  2.52  2.02  2.86  -1.12  -0.51  3.56  -1.68  
 

G 3.38  -2.31  -1.70  -2.05  0.69  -0.54  -0.54  0.76  0.38  3.32  
 

H 2.00  -1.82  2.29  0.05  2.86  -0.32  2.86  2.32  -0.33  3.23  
 

I 2.51  -1.14  -0.35  2.70  -1.59  -0.34  2.86  2.32  -1.24  0.18  
 

K 3.09  -0.39  0.05  2.98  0.75  3.68  0.58  3.81  -0.84  0.59  
 

L 0.25  0.01  -1.32  0.44  -0.71  0.64  0.49  0.92  0.25  -0.23  
 

M 2.00  2.69  2.00  -1.42  2.30  -0.74  -0.74  3.00  0.97  2.54  
 

N 1.61  3.38  -1.42  -0.41  3.31  -1.19  2.86  2.54  -0.39  3.23  
 

P 5.05  4.58  5.52  5.01  0.51  4.71  4.69  0.57  0.64  1.40  
 

Q 3.53  -0.87  -0.74  -0.41  0.57  -1.18  0.35  3.41  -0.71  3.41  
 

R 3.20  3.67  -1.71  2.98  3.68  -0.76  -0.54  -2.08  -1.50  -1.88  
 

S 4.29  0.58  0.73  0.32  1.19  0.06  -0.55  -0.20  -0.15  4.29  
 

T 4.60  4.22  4.47  4.08  -0.31  1.23  -0.67  0.94  0.87  4.36  
 

V 3.89  0.36  0.25  0.99  -1.40  0.03  3.80  0.97  -0.49  -0.40  
 

W 2.00  2.29  2.00  -2.10  -2.09  0.95  -5.13  2.03  2.32  2.03  
 

Y 1.61  2.51  2.51  2.52  -2.76  -1.19  -3.15  -2.41  -1.39  -0.04  
 

表 A-6. GalNAc修飾位置と Fuc修飾位置を判別するための PSSM（第 6 章） 
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Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A -0.41  0.11  -3.64  0.34  -3.67  -3.36  0.23  -3.52  -0.09  0.81  2.78  

C -2.04  -1.85  -1.85  -2.19  -2.18  -1.85  -1.34  -0.94  -1.34  2.78  2.78  

D -2.81  -0.14  0.84  0.24  1.04  -3.12  -0.18  1.56  1.00  -1.34  2.78  

E -0.56  0.43  0.88  0.48  0.30  0.66  1.46  1.43  1.48  0.62  2.78  

F 1.19  1.53  1.01  1.53  1.42  1.42  -2.31  2.10  -1.62  -2.02  2.78  

G 1.38  0.77  -0.08  1.04  0.10  0.25  -0.13  1.32  -3.22  1.89  2.78  

H -2.44  -2.03  -2.19  -2.03  -2.18  -1.63  0.62  -1.84  -0.27  -1.84  2.78  

I -2.04  -2.72  0.73  -2.19  -2.63  -2.53  -2.80  -2.31  -2.86  -2.93  2.78  

K -3.28  -3.01  0.50  -2.64  -2.80  -3.12  -3.00  -2.31  -2.93  -2.17  2.78  

L -0.75  0.64  -0.14  0.93  0.49  0.44  -0.48  -3.36  0.31  -2.71  2.78  

M -1.35  -2.19  -0.95  1.19  2.09  1.70  -0.28  -1.34  1.87  -0.94  2.78  

N 0.72  -2.64  0.73  0.61  -2.18  0.73  -1.85  -2.79  -2.86  -2.02  2.78  

P -0.56  -0.59  -0.08  -3.41  0.12  -0.87  -0.94  -4.05  -0.98  -4.70  2.78  

Q -1.86  -2.94  0.32  0.59  -2.80  0.25  0.18  -3.22  -3.31  -2.31  2.78  

R 1.07  0.73  0.24  -2.88  -2.18  0.25  -2.80  0.25  -2.42  -1.84  2.78  

S 0.26  -0.05  -0.72  -3.79  -3.53  -0.32  -0.02  -3.36  -0.40  0.36  1.15  

T 0.22  -3.41  -3.73  -4.15  0.08  0.45  0.35  -0.01  -2.86  -0.58  -5.58  

V 0.50  0.64  0.70  0.17  0.17  -3.32  -2.87  -3.72  -0.12  -3.59  2.78  

W -0.29  2.09  -1.35  2.76  -1.34  1.70  -0.28  2.77  5.82  -0.94  2.78  

Y -1.64  -1.85  -2.19  -0.28  1.42  1.20  -1.63  -1.34  2.78  1.71  2.78  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A -3.48  -0.87  -0.32  -0.13  0.30  -3.13  -0.42  0.75  -3.51  -3.09  
 

C -0.94  2.77  -0.94  -0.28  -0.29  -1.35  -1.64  -0.30  0.71  1.17  
 

D -2.63  1.90  0.87  2.08  0.17  -2.81  0.09  0.57  1.06  -0.30  
 

E -3.72  1.25  1.40  -0.45  -0.33  0.64  0.98  1.65  0.28  1.25  
 

F -0.94  -2.02  -2.43  1.20  2.36  -2.19  0.72  1.18  -2.89  -1.37  
 

G 3.18  0.25  1.90  -0.23  0.64  -0.14  0.52  -3.14  -0.39  1.74  
 

H -1.34  -1.62  -1.62  -2.43  -2.19  -2.73  0.85  -1.65  -2.05  -2.56  
 

I -1.84  0.74  -2.02  -2.03  1.17  -2.04  -2.20  -1.65  -2.20  0.48  
 

K -2.43  -3.06  -2.43  -2.32  -3.13  0.03  0.76  -0.10  -2.89  -2.96  
 

L -2.63  1.05  -2.63  -3.49  -0.37  0.70  -0.50  -0.25  0.81  0.22  
 

M -1.34  -2.02  1.71  -1.63  -1.64  1.41  -1.64  -2.34  -0.30  -1.87  
 

N -0.94  -2.71  1.69  1.08  -2.64  -1.86  -2.20  -1.87  -2.65  -2.56  
 

P -4.38  -3.91  -1.14  -0.63  -0.24  -1.00  -0.31  -0.97  0.43  -0.74  
 

Q -2.87  0.87  0.74  1.08  -2.95  -3.24  0.31  -2.74  -2.34  0.30  
 

R -2.53  -3.00  1.71  -2.32  -3.01  -0.14  -0.15  -2.82  0.59  -2.66  
 

S -3.63  0.09  -3.78  -3.37  0.14  0.61  -3.58  0.47  -3.30  0.09  
 

T -3.94  -3.56  -0.76  0.30  0.07  0.10  0.25  -0.94  0.20  -0.64  
 

V -3.22  -3.40  -2.63  -0.32  -2.73  1.03  -0.09  -0.30  1.16  -0.51  
 

W -1.34  1.42  -1.34  2.77  5.80  -0.29  2.75  -1.36  -1.65  -1.37  
 

Y -0.94  -1.84  1.20  -1.85  -0.29  1.19  -0.29  -1.87  -2.05  -2.34  
 

表 A-7. Xyl修飾位置と GalNAc 修飾位置を判別するための PSSM（第 6章） 



 

84 

 

 

                        

Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.34  -0.40  0.18  1.13  0.99  0.57  0.85  3.47  1.60  -0.14  -0.92  

C -2.75  2.13  -0.91  -0.24  -0.91  -6.68  2.12  -3.20  2.12  -0.92  -0.92  

D 2.14  -0.91  2.80  -1.58  -0.24  -0.51  3.87  3.19  -0.52  -0.92  -0.92  

E 0.45  -0.63  0.66  -0.23  3.70  0.99  0.31  3.69  2.79  3.19  -0.92  

F 0.85  2.80  2.13  2.13  -0.51  0.16  -0.92  4.03  2.12  3.47  -0.92  

G 1.14  1.13  -2.28  0.99  0.66  -0.44  3.69  3.19  -1.40  -1.68  -0.92  

H -1.57  2.13  -0.91  2.80  3.48  -0.91  0.14  -1.32  2.12  2.79  -0.92  

I 3.90  0.44  3.20  3.88  2.80  3.70  -0.92  4.03  3.19  3.87  -0.92  

K -0.23  -0.91  3.48  1.13  4.04  3.70  0.98  0.43  4.48  2.79  -0.92  

L 0.58  -0.63  3.20  1.13  -0.11  3.88  -1.32  4.03  3.47  3.19  -0.92  

M 2.81  3.20  -0.24  2.80  3.48  -3.96  3.19  2.12  3.19  2.12  -0.92  

N 3.21  0.66  -0.24  -2.66  3.48  2.13  2.12  -3.36  2.12  -0.92  -0.92  

P -0.10  4.29  0.38  -1.49  -1.11  4.17  -0.74  4.97  1.67  3.19  -0.92  

Q 0.45  0.44  0.16  -0.24  3.70  3.70  -1.43  2.79  0.14  3.47  -0.92  

R 0.17  3.70  3.88  0.44  -1.19  4.65  -0.92  2.79  4.03  -1.99  -0.92  

S 0.55  0.86  -0.56  -0.14  4.39  -0.13  0.17  3.87  -1.67  0.76  0.46  

T 0.17  0.17  0.57  -0.07  3.48  -0.23  3.69  4.16  0.14  1.52  -0.49  

V 4.05  -0.07  3.70  0.84  0.99  2.13  1.12  4.16  3.69  -0.18  -0.92  

W -5.01  -6.21  -0.91  2.13  -6.31  -0.91  -0.92  -0.92  -0.92  -0.92  -0.92  

Y -0.90  3.20  0.16  3.20  2.13  -0.91  2.12  2.79  2.12  2.12  2.79  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 4.48  4.64  1.12  0.43  1.35  -0.40  3.21  0.67  1.36  0.85  
 

C -4.43  -0.92  -0.92  -0.92  2.13  2.81  2.14  -0.90  2.14  -3.16  
 

D 3.47  -0.25  -2.01  -1.59  0.66  0.45  3.72  3.21  0.67  -0.50  
 

E 4.16  0.65  0.43  0.43  -4.62  3.90  -0.35  0.00  1.00  0.67  
 

F 2.12  2.79  3.19  2.79  3.48  2.81  -1.30  0.67  -0.90  -4.61  
 

G 4.03  -1.29  -1.61  -1.72  1.13  0.01  -1.18  0.17  0.00  4.05  
 

H -0.92  -0.92  -0.92  -0.92  2.13  -0.22  2.14  2.81  -0.90  2.14  
 

I 2.79  -0.24  1.12  2.12  -0.76  -0.23  3.21  3.72  -0.40  0.85  
 

K 3.69  -1.32  -3.97  4.03  0.84  3.72  0.45  4.05  -0.68  0.67  
 

L -0.25  -0.24  -0.74  -0.02  -0.76  -0.90  0.00  0.67  -0.50  0.47  
 

M 2.12  2.12  -0.92  -4.64  3.20  -3.94  0.45  2.81  3.21  -0.90  
 

N 3.47  2.79  -0.64  -1.59  2.80  -1.57  3.49  2.14  -4.61  3.21  
 

P 3.19  4.16  3.87  4.38  0.06  4.40  3.49  -0.06  0.69  1.00  
 

Q 3.47  -0.52  0.31  -0.02  0.44  -0.90  0.45  4.18  0.18  3.21  
 

R 4.28  3.47  -0.24  3.19  3.70  -1.12  -0.90  -2.35  -1.40  -1.99  
 

S 4.38  0.93  1.14  1.14  0.16  0.47  -0.13  0.47  0.29  4.18  
 

T 4.56  4.03  4.38  4.56  -0.58  0.45  -0.30  0.47  0.47  4.40  
 

V 4.03  -0.52  0.83  1.12  -0.76  0.47  4.18  0.45  0.00  -0.21  
 

W 2.12  2.12  -0.92  2.12  -0.91  -0.90  -3.94  -0.90  -0.90  -0.90  
 

Y -0.92  2.12  3.19  2.79  -0.51  -0.90  -0.62  -1.45  -0.90  0.45  
 

表 A-8. GlcNAc修飾位置と Fuc修飾位置を判別するための PSSM（第 6章） 



 

85 

 

 

                        

Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A 0.34  0.01  3.62  -0.21  3.37  3.62  0.18  2.81  0.26  -0.58  -1.59  

C 2.15  1.47  -1.58  2.14  -1.58  -1.58  1.46  2.13  1.46  -1.59  -1.59  

D 1.48  -0.91  -1.58  -1.58  -1.97  2.53  0.16  -2.09  -1.19  -1.59  -1.59  

E -0.22  -0.90  -1.07  -0.90  -0.68  -0.74  -1.59  -1.92  -2.67  -0.52  -1.59  

F 0.18  -1.58  -1.58  -2.25  -0.51  -0.51  2.13  0.32  1.46  2.81  -1.59  

G -0.88  -0.21  -0.91  -0.74  -0.01  0.46  -0.02  -1.59  3.49  -1.84  -1.59  

H 1.48  1.47  1.47  2.14  2.82  -1.58  -0.52  2.13  1.46  2.13  -1.59  

I 3.23  2.82  -0.51  3.22  2.14  3.04  1.46  3.36  2.52  3.21  -1.59  

K 2.15  1.47  -0.23  3.50  3.37  3.04  3.36  2.81  3.81  2.13  -1.59  

L 0.59  -0.90  -0.51  -0.61  -0.09  -0.50  -0.24  3.36  -0.91  2.52  -1.59  

M 2.15  2.53  2.14  -0.91  -0.90  -4.62  2.52  1.46  -1.19  1.46  -1.59  

N -0.50  3.04  -0.91  -1.58  2.82  -1.58  1.46  1.46  1.46  -1.59  -1.59  

P 0.59  0.58  0.11  3.04  -0.49  0.46  0.85  4.30  1.01  2.52  -1.59  

Q 2.83  2.82  -0.51  -1.58  3.04  -0.01  -0.52  2.13  2.52  2.81  -1.59  

R -1.17  -0.01  0.17  2.82  2.53  0.94  2.13  -0.92  3.36  1.46  -1.59  

S -0.11  0.19  1.37  3.99  3.73  0.78  0.57  3.21  0.45  0.10  -0.46  

T -1.17  3.22  3.62  3.37  -0.90  -0.89  -0.69  0.45  2.52  0.85  4.94  

V 0.34  -0.34  -0.68  0.17  0.33  1.47  3.49  3.49  -0.02  4.45  -1.59  

W -1.57  -4.62  -1.58  1.47  -1.58  -4.62  -1.59  -1.59  -4.63  -1.59  -1.59  

Y -1.57  2.53  2.53  2.53  -1.58  -4.62  1.46  2.13  1.46  -1.59  2.13  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 3.81  0.93  0.45  -0.24  0.01  3.05  -0.50  -0.66  3.74  3.23  
 

C 1.46  1.46  -1.59  -1.59  1.47  2.15  1.48  1.48  -1.57  -1.57  
 

D 2.81  -2.49  -0.52  -3.16  -0.01  2.83  0.00  -1.17  -0.66  -0.50  
 

E 3.49  -1.08  -0.91  -0.24  -4.62  -0.48  -0.33  -1.75  -0.33  -1.35  
 

F 1.46  2.13  2.52  -0.92  -0.90  2.15  -0.90  0.00  -1.57  -1.57  
 

G -2.53  0.77  -1.81  0.57  -0.21  0.69  -1.17  2.54  0.00  -1.01  
 

H -1.59  2.52  -1.59  1.46  1.47  2.83  -1.57  2.15  1.48  1.48  
 

I 2.13  0.16  3.49  1.46  -0.34  2.15  2.54  3.05  3.05  0.18  
 

K 3.03  2.13  -1.59  3.36  3.22  0.00  -0.89  0.34  3.05  3.05  
 

L 2.13  -1.30  3.21  3.03  0.33  -2.24  0.00  0.00  -1.57  0.47  
 

M 1.46  1.46  -4.63  -1.59  2.53  -4.61  2.83  2.15  2.54  -1.57  
 

N 2.81  2.13  -0.91  -2.26  2.14  1.48  2.83  1.48  -1.57  2.54  
 

P 2.52  3.49  -0.51  0.00  -0.21  0.69  -0.89  0.34  -0.37  0.34  
 

Q 2.81  -0.52  0.32  -0.69  2.82  3.51  -0.22  3.51  3.23  -0.50  
 

R 3.61  2.81  -0.24  2.52  3.04  -0.22  -0.22  2.54  -0.50  2.54  
 

S 3.72  0.26  4.18  4.18  -1.18  -0.19  4.00  0.20  3.74  -0.20  
 

T 3.90  3.36  0.67  0.18  -0.34  -0.89  0.12  0.47  -0.60  0.69  
 

V 3.36  2.52  3.21  0.45  3.37  -0.60  0.47  -0.22  -0.66  0.69  
 

W 1.46  -1.59  -1.59  1.46  -4.62  -1.57  -1.57  -1.57  -1.57  -1.57  
 

Y -1.59  1.46  -0.52  2.13  2.53  -0.90  2.83  2.83  2.54  2.83  
 

表 A-9. GlcNAc修飾位置と Xyl修飾位置を判別するための PSSM（第 6章） 



 

86 

 

 

                        

Amino 

Acid 

Alignment Position 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 

A -0.07  0.12  -0.01  0.13  -0.29  0.26  0.41  -0.71  0.17  0.22  1.19  

C 0.11  -0.39  -3.43  -0.05  -3.76  -3.42  0.11  1.18  0.12  1.19  1.19  

D -1.33  -1.04  -0.74  -1.33  -0.93  -0.59  -0.02  -0.54  -0.19  -2.92  1.19  

E -0.78  -0.46  -0.19  -0.41  -0.37  -0.08  -0.13  -0.49  -1.19  0.10  1.19  

F 1.37  -0.05  -0.57  -0.72  0.91  0.91  -0.19  2.42  -0.16  0.79  1.19  

G 0.50  0.56  -0.99  0.30  0.10  0.71  -0.15  -0.27  0.28  0.05  1.19  

H -0.96  -0.57  -0.72  0.10  0.63  -3.20  0.09  0.28  1.19  0.29  1.19  

I 1.19  0.09  0.21  1.03  -0.50  0.50  -1.34  1.05  -0.34  0.28  1.19  

K -1.14  -1.54  0.28  0.87  0.57  -0.08  0.36  0.50  0.88  -0.05  1.19  

L -0.16  -0.25  -0.65  0.32  0.39  -0.05  -0.72  0.00  -0.59  -0.19  1.19  

M 0.80  0.35  1.19  0.28  1.19  -2.92  2.25  0.12  0.68  0.52  1.19  

N 0.22  0.40  -0.18  -0.97  0.63  -0.84  -0.39  -1.34  -1.41  -3.61  1.19  

P 0.03  -0.01  0.03  -0.38  -0.37  -0.41  -0.09  0.25  0.02  -2.18  1.19  

Q 0.97  -0.13  -0.19  -0.99  0.24  0.24  -0.35  -1.10  -0.79  0.50  1.19  

R -0.09  0.72  0.42  -0.06  0.35  1.19  -0.67  -0.67  0.94  -0.38  1.19  

S 0.15  0.15  0.66  0.20  0.20  0.46  0.55  -0.15  0.05  0.45  0.69  

T -0.95  -0.19  -0.11  -0.77  -0.82  -0.44  -0.34  0.43  -0.34  0.27  -0.64  

V 0.84  0.30  0.03  0.34  0.50  -1.85  0.62  -0.23  -0.14  0.87  1.19  

W -1.85  -2.53  -2.93  4.23  -2.92  -2.92  -1.86  1.18  1.19  -2.53  1.19  

Y -3.20  0.68  0.35  2.25  -0.16  -3.42  -0.17  0.79  4.23  0.12  4.90  

                      
 

Amino 

Acid 

Alignment Position 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 

A 0.33  0.06  0.13  -0.37  0.31  -0.08  -0.92  0.09  0.23  0.14  
 

C 0.52  4.23  -2.53  -1.87  1.18  0.79  -0.16  1.18  -0.86  -0.39  
 

D 0.18  -0.59  0.35  -1.08  0.16  0.02  0.09  -0.60  0.40  -0.80  
 

E -0.23  0.16  0.50  -0.68  -4.95  0.15  0.65  -0.09  -0.05  -0.10  
 

F 0.52  0.10  0.10  0.28  1.47  -0.05  -0.18  1.18  -4.46  -2.93  
 

G 0.65  1.02  0.09  0.33  0.43  0.55  -0.65  -0.60  -0.38  0.73  
 

H -2.93  0.90  -3.21  -0.98  -0.72  0.10  -0.72  0.50  -0.57  -1.08  
 

I 0.28  0.90  1.47  -0.57  0.83  0.11  0.35  1.40  0.85  0.67  
 

K 0.60  -0.93  -4.01  1.05  0.09  0.03  -0.13  0.24  0.16  0.08  
 

L -0.50  -0.25  0.58  -0.46  -0.05  -1.54  -0.49  -0.25  -0.75  0.69  
 

M 0.12  -0.57  -2.93  -3.22  0.90  -3.20  1.19  -0.19  2.25  -3.44  
 

N 1.87  -0.59  0.78  -1.18  -0.50  -0.38  0.63  -0.39  -4.22  -0.02  
 

P -1.86  -0.42  -1.64  -0.63  -0.45  -0.31  -1.20  -0.63  0.05  -0.40  
 

Q -0.06  0.35  1.05  0.39  -0.13  0.28  0.10  0.78  0.89  -0.20  
 

R 1.08  -0.19  1.47  0.21  0.03  -0.36  -0.36  -0.27  0.09  -0.11  
 

S 0.09  0.35  0.40  0.82  -1.04  0.42  0.42  0.67  0.44  -0.11  
 

T -0.04  -0.20  -0.09  0.49  -0.27  -0.78  0.37  -0.47  -0.40  0.05  
 

V 0.14  -0.88  0.58  0.13  0.65  0.44  0.38  -0.52  0.49  0.19  
 

W 0.12  -0.17  -2.93  4.22  1.18  -1.85  1.19  -2.93  -3.21  -2.93  
 

Y -2.53  -0.39  0.68  0.28  2.25  0.29  2.54  0.96  0.49  0.49  
 

表 A-10. GlcNAc 修飾位置と GalNAc修飾位置を判別するための PSSM（第 6章） 
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