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研究成果の概要（和文）：本研究では、溶血性貧血（遺伝性有口赤血球症stomatocytosis）の原因タンパク質で
ある多量体膜タンパク質ストマチンをそのパートナータンパク質STOPPが制御する機構の解明を目的とした。Ｘ
線結晶構造解析により、STOPPプロテアーゼドメイン二量体が二量体構造を大きく変化させることを見出した。
またSTOPPのOB（Oligonucleotide Binding）ドメインが二量体を基本にした12-24量体を形成し、STOPP-ストマ
チン複合体における足場として機能しうることを見出した。本研究をさらに進めることで、溶血性貧血の作用機
構の解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：In humans, an absence of stomatin is associated with a form of hemolytic 
anemia known as hereditary stomatocytosis.  In this study, I tried to elucidate how the partner 
protein STOPP (STomatin Operon Partner Protein) regulates the oligomeric protein stomatin.  By X-ray
 crystallography, I elucidated that the protease domain of STOPP could form a different dimeric 
structure, and that the OB (Oligonucleotide Binding) domain of STOPP could assemble into 12-24 mer 
multimers based on a dimer as a basic unit.  This result indicates that the OB domain functions as a
 scaffold protein to form the multimeric assembly of STOPP and stomatin.  In the future, I want to 
elucidate the mechanism how hereditary stomatocytosis is developed.

研究分野：タンパク質構造生物学

キーワード： 膜結合プロテアーゼ　ストマチン　OBドメイン　Ｘ線結晶構造

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 
ストマチンは SPFH (Stomatin, Prohibitin, 
Flotillin, HflK/C) ファミリーに属し、ヒ
トの赤血球膜上に主に発現する膜タンパク
質である。溶血性貧血（遺伝性有口赤血球症
stomatocytosis）患者の赤血球ではストマチ
ンの欠損がみられるため、ストマチンが本疾
患の原因タンパク質と考えられている。また
赤血球の貯蔵中に生じる膜小胞中にストマ
チンが大量に含まれるため、ストマチンは膜
小胞形成に関与すると考えられる。ストマチ
ンはほとんど全ての種に存在する必須なタ
ンパク質であるが、溶血性貧血の発症メカニ
ズムとストマチンの機能は不明な点が多い。 
 
(2)  
研究代表者はモデルタンパク質として、超好
熱性古細菌 Pyrococcus horikoshii 由来のス
トマチンとそのパートナータンパク質 STOPP
（STomatin Operon Partner Protein）を対
象に構造と機能の研究を進め、STOPP PH1510
プロテアーゼドメインがストマチンのコイ
ルドコイル（CC）ドメインを一箇所で特異的
に切断することを明らかにした。表面プラズ
モン法（BIAcore）によるドメイン間相互作
用解析で図 1 のように STOPP PH1510 のプロ
テアーゼドメイン、OB (Oligonucleotide 
Binding)ドメイン、ストマチン PH0470 の CC
ドメインの三者がそれぞれM オーダーの KD

値で相互作用することを明らかにした。以上
より STOPP とストマチンは、切断酵素と基質

もしくは阻害剤の関係にある。 
 
 
(3)  
また研究代表者は、Ｘ線構造解析によりスト
マチン PH1511 の SPFH + CC ドメインが 3 量
体の新規構造をとることを初めて明らかに
した。しかし決定したのは CC ドメインの途
中までの構造で、膜貫通領域と STOPP プロテ
アーゼによる切断部位を含んでおらず、プロ
テアーゼ切断後の構造と考えられる。プロテ
アーゼ切断前の構造は明らかになっていな
いため、切断部位を含む CC ドメイン全てを
含む構造決定が必須である。 
 

(4)  
さらに研究代表者は、STOPP PH1510 プロテア
ーゼの構造、プロテアーゼと基質ストマチン
ペプチドとの複合体の構造を決定した。しか
しこれらがどのように相互作用するのか分
かっていない。またプロテアーゼがストマチ
ン PH0470 CC ドメインを切断せずに複合体を
形成するメカニズムも不明である。 
 
２．研究の目的 
 
(1)  
以上の結果を踏まえ、ストマチンの膜貫通領
域と多量体形成に関わる領域を含めた全体
構造、ストマチン−STOPP 各ドメイン複合体の
構造を明らかにすることで、これまでに決定
した各ドメインの構造解析結果を関連付け
てストマチンとSTOPPの分子機能を統合的に
理解できると考え本研究を計画した。 
 
(2)  
そこで多量体膜タンパク質ストマチンの全
体構造解明とストマチンの機能制御パート
ナータンパク質STOPPによるストマチン制御
機構（ストマチン−STOPP の相互作用の解明と
STOPP のプロテアーゼドメインによるストマ
チン切断阻害機構の解明）を目的とした。ス
トマチンの分子レベルでの構造と機能を明
らかにすることで、未だ有効な治療薬のない
stomatocytosis の治療薬を新規に開発する
ための構造基盤が得られる。 
 
３．研究の方法 
 
(1)  
ストマチン全長タンパク質について良質な
結晶を得るため、様々な界面活性剤を用いた
タンパク質の調製と結晶化を試みた。タンパ
ク質の凝集抑制のため多量体形成に関わる
疎水性残基のアラニン変異体の調製と結晶
化も行った。 
 
(2) 
STOPP がどのような全体構造で、多量体とし
てプロテアーゼがどのようにストマチンを
切断するかを明らかにするため、STOPP のド
メイン複合体構造の決定を試みた。STOPP の
プロテアーゼは、PH1511 ストマチンの CC ド
メインを切断するが、PH0470 ストマチンの
CC ドメインは切断しない（図 1）。しかし切
断しない CC ドメインと相互作用する。その
ため PH0470 ストマチンの CC ドメインは、
STOPP プロテアーゼ活性を阻害すると考えら
れる。これらの分子の相互作用を解明するた
め、ストマチン CC−STOPP プロテアーゼ、さ
らにストマチンの CC−STOPP OB の複合体の調
製と結晶化を行い、結晶化に成功したらＸ線
結晶構造解析に進むことにした。 
 
 

 

図 1  ストマチン−STOPP予想膜局在モデル 

（点線はシグナルペプチド） 



４．研究成果 
 
(1)  
ストマチン PH1511 の全体構造解明に向けた
構造解析に取り組んだ。これまでに膜貫通部
位を含むストマチン全長タンパク質の調製
と結晶化を行ったが構造解析できる回折強
度データが得られなかった。そこで、ストマ
チンの多量体形成に関わるアミノ酸残基の
アラニン変異体の発現、精製、結晶化を行っ
た。六角板状の結晶が得られたが、Ｘ線解析
に適する分解能の回折強度はこれまでに得
られていない。 
 
(2)  
STOPPドメインの複合体について、まずSTOPP 
PH1510 プロテアーゼドメインとストマチン
ペプチドとの複合体の結晶化と構造解析を
行った。ここでは STOPP PH1510 プロテアー
ゼドメインの活性残基である Ser97 を Ala に
変異させたタンパク質を野生型と同様の手
法で大腸菌内で発現させ、タンパク質の精製
を行った。これまで構造解析しているものと
異なる配列のストマチンペプチドを用い、精
製した STOPP PH1510 プロテアーゼドメイン
S97A との複合体の結晶化を試みたところ、沈
殿剤として硫酸アンモニウムとPEG4000を用
いて 0.05×0.05×0.50 mm の柱状結晶を得た。
つくばフォトンファクトリーで分解能 2.3 Å
の X線回折強度データを収集し、分子置換法
で構造解析を行った。 
得られた結晶の空間群は P65で、これまで
構造決定したことのある STOPP PH1510 プロ
テアーゼドメインの空間群とは全く異なっ
ていた。残念ながら決定した構造からは、ペ
プチドに相当する電子密度は得られずペプ
チドの結合は認められなかった。しかし、
STOPP プロテアーゼドメイン二量体は、これ
までに研究代表者が決定した構造と大きく
異なる新たな二量体構造をとっていた。野生
型の二量体と比べて、一方のモノマーを重ね
合わせた場合、他方のモノマーの活性残基
Ser97 の C の位置が 23 Åも移動していた。
このことは、STOPP プロテアーゼは、ストマ
チンを切断するプロテアーゼ反応の際に二
量体構造を大きく変化させることができる
ことを示している。さらに結晶のパッキング
から二量体が 6 分子集まり 12 量体を形成で
きる可能性も考えられた。本研究成果につい
ては現在論文投稿準備中である。 
 
(3)  
次に、STOPP PH1510 プロテアーゼドメインと
基質ではなく阻害作用を示すストマチン
PH0470 との複合体構造を解明するため、スト
マチン PH0470 の C 末ドメインを同様の手法
で大腸菌にて発現、精製を行った。STOPP 
PH1510 プロテアーゼドメイン S97A とストマ
チン PH0470 の C 末ドメインとをモル比 1:1
となるようにそれぞれ 0.16 mM の濃度で調製

し、複合体の結晶化を試みたところ、沈殿剤
としてブタノールを用いて長さ 0.10 mm、幅
0.03 mm 程度の楕円状結晶を得た。つくばフ
ォトンファクトリーで分解能 8 Åの X線回折
像が得られたが、分解能が低いため構造解析
には至っていない。 
 
(4)  
また STOPP PH1510 の OB（Oligonucleotide 
Binding）ドメインについて同様の手法で大
腸菌内で発現させ、タンパク質の精製、結晶
化を行った。沈殿剤として Jeffamine を用い
て 0.20×0.02×0.02 mm の棒状結晶を得た。
つくばフォトンファクトリーで分解能 2.4 Å
の X線回折強度データを収集し、分子置換法
で構造解析を行った。Blue Native PAGE の結
果によりこの OB ドメインは 12-24 mer の多
量体を形成することが示唆されている。今回
決定した構造でも、結晶中の分子のパッキン
グの様式から、この OB ドメインは二量体を
基本にした12-24量体を形成できることが分
かった。以上の結果から、この OB ドメイン
は STOPP-ストマチン複合体における足場と
して機能しうることを見出した。本研究成果
については論文で発表した（FEBS Open Bio 
4, 804-812, 2014）。 
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