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大腸菌の主要酸性 リン脂質合成酵素完全欠損株(pgsA遺伝子挿入破壊変異株)は,主要外膜リポタン

パク質 Lppを同時に欠損していると生育可能だが,高温感受性である･私たちは,pgsA変異株ではRcs
リン酸 リレーシグナル伝達系が活性化しているために高温感受性となっていること(ただし,pgsA野生

型株で Rcs系が活性化しても高温感受性にならず,主要酸性 リン脂質欠損状態で,しかもこのシグナ

ル伝達系が異常に活性化していることが高温感受性の原因である),この活性化にマイナーな外膜 リポ

タンパク質のひとつであるRcsFが必須であることを見出している(Shibaetal.,2004,J.Bacten'01.186.･

65261i535).Rcs系は,宿主の腸から体外に排出された場合やバイオフィルム形成時などに,外部環境

の変動によって細胞表層に加わるス トレスに応答して活性化し,ス トレスに対処する遺伝子群を発現

させるためのゲノム情報発現システムを制御している.pgsA欠損変異以外の細胞表層構造に関わる突

然変異や他の環境刺激によるRcs系活性化にもRcsFが必須であることから,RcsFは Rcsシグナル伝

達系を構成する必須の成分と見なすことができる.

外膜は外部環境と接 している生体膜なので,外膜タンパク質が環境刺激を最初に感知することは理

にかなっていると言えるが,比較的低分子量の外膜 リポタンパク質であるRcsFが,細胞質膜(内膜)に

あるリン酸リレー系のセンサーキナーゼにどうやってシグナルを伝達するのか,RcsFは環境刺激をど

うやって感知するのか,RcsFを刺激する環境刺激の分子レベルでの正体は何か,などを明らかにして

ゆくことを目的として,RcsFの構造と機能の解析を行なった.

内膜局在型.ペリプラズム並雛型の RcsFによる Rcs系の活性化 pgsA変異株では,リポタン

パク質の成熟過程における修飾反応の主たる基質となるホスファチジルグリセロールをもたないため

に,Lppを発現させると前駆体が内膜に停滞する(そのためにLpp発現によって致死となる;Suzukielal.,
2002,∫.Bacteriol.184:5148-5425)のと同様に,RcsFも成熟が遅れて前駆体が内膜に停滞する.RcsFの

リポタンパク質外膜/内膜ソーティング配列を内膜局在型に改変したものは,細胞表層ス トレスのない

条件でもRcs系を活性化する.リポタンパク質としての修飾を受けていないRcsF成熟体部分を,ペリ

プラズムタンパク質であるマル トース結合タンパク質(MBP)の C末端に融合させて,ペ リプラズム遊

離型としたものは,発現レベルを非常に低く抑えても,内膜局在型RcsFより強いRcs系活性能を示す.

外膜/内膜ソーティング配列を内膜局在型に改変した変異 RcsFタンパク質が,予想どおり内膜に局在

しているかどうかを,細胞表層成分をショ糖密度勾配遠心で外膜/内膜に分画して検討し,確かに内膜

に局在 していることを確認 した.

また,この融合タンパク質が,予想どおりペ リプラズム遊離型となっているかどうかを検討した.

MBP-RcsF融合タンパク質を発現させた細胞に浸透圧ショック処理を施 したところ,内部対照として発

現させた野生型MBPと同じくペ リプラズム漏出画分に回収された.このことは,ペ リプラズムに遊離

している融合タンパク質分子があることを示している.

しかしながら,野生型 MBPがほぼ 100%ペ リプラズム画分に回収されたのに対し,MBP-RcsF融合

タンパク質は一部が細胞本体の画分に残った.RcsFのアミノ酸配列には一部疎水性アミノ酸含量の高

い部分があるので,非特異的に内膜に結合した可能性も考えられた.ところが,残る割合は,融合タ

ンパク質発現量を増やすと減少した.これは,内膜外面にRcsFと結合する因子があって,その数に限

りがあることを示唆していると考えた.内膜に存在するセンサーキナーゼであるRcsCを欠損した株で

融合タンパク質を発現させると,細胞本体画分に残る割合が減少した.このことは,RcsFが内膜にあ

る RcsC のペリプラズム突出露出領域と直接的または間接的に相互作用していることを示すと考えて

いる.

Rcs系では,センサーキナーゼ RcsCから細胞質のレスポンスレギュレーターRcs8-のリン酸リレー

の過程にトランスミッターYojN が介在 している.YojN は内膜タンパク質で,ペ リプラズム突出領域

を含めRcsCと相同性が高い.RcsC欠損株でもMBP-RcsF融合タンパク質が細胞本体画分に残ったが,

それはYojNのペリプラズム露出領域とも相互作用するためかもしれない.現在,YojN欠損株 ･RcsC
YojN二重欠損株での融合タンパク質の挙動を調べている.

Rcs系について多くの研究が進められてきているが,この系の構成タンパク質として内膜より外側で

働いているものはRcsFLか知られていない.内膜のペリプラズム側表面に容易に接触できる内膜局在

型･ペ リプラズム遊離型の RcsFが強い Rcs系活性化能をもっことは,外膜 リボタジバク質である野生

型 RcsFの場合も,内膜の RcsC･YqjNや両者の複合体のペリプラズム露出領域と直接相互作用するこ

とによって,環境刺激を感知したというシグナルを伝達して,Rcsリン酸 リレー系を活性化していると

考えられる.



外膜局在 RcsF分子のサイズとRcs系活性化 RcsF成熟体のN末端近傍に,プロリンと塩基性

アミノ酸に富む特徴ある配列が存在する.一般にプロリンに富む配列は,タンパク質分子内の ドメイ

ン構造の接合部にあって,屈曲性や伸縮性を与えている例が知られている.ペリプラズム遊離型MBP

融合 RcsFからこの高プロリン含量領域(proline-hchJ℃gion,PRR)を欠失させた構造のタンパク質

MBP-RcsFAPRRは,細胞表層ス トレスのない条件で,MBP-RcsFよりもさらに強くRcs系を活性化
する･MBP-RcsFと異なり,MBP-RcsFAPRRは,pgsA･mdoH･toIBなどの突然変異によってさらに

強く活性化することはないことから,細胞表層ス トレスがない時にはRcsFの機能をPRRが抑制して

いて,細胞表層ス トレスを感知するとその抑制がはずれることによって Rcs系を活性化するというモ
デルが考えられる.

ところが,外膜局在 リポタンパク質の状態のRcsFからPRRを欠失させると,野生型RcsFより強

くRcs系を活性化するどころか,まったく活性化せず,mdoH･toIBなどの突然変異にも応答しなくな

るという上記のPRRの抑制機能モデルと合致しないかのような結果が見られた.これは外膜局在RcsF
のPRR欠失によって分子サイズが小さくなったためと考え,C末端64残基を欠失したRcsFにRcsF

の成熟体部分を融合して,サイズの大きいタンデム繰返し分子を作成して発現させてみたところ,ス

トレスのない条件でも高いRcs活性化を示した.このRcsFA64-RcsFを用いて,外膜に局在している
RcsFにおけるPRR欠失の効果を検討している.

タンデム練返し型RcsFとして,当初 C末端を4残基だけ欠失したRcsFに(4残基の根拠は次項参

照)RcsF成熟体部分を融合したもの(RcsFA4･RcsF)を作成した.この分子は不安定で,単独 RcsF分

子に近いサイズの分解産物が生じた.このような分解産物はペ リプラズムに遊離している可能性が高

いので,外膜局在 RcsFでの PRR欠失の効果を調べる材料としては使えない.RcsFは高度に分子内

ジスルフィド結合をつくっていることが知られており,リポタンパク質としての脂質修飾を受ける成

熟体N末端のシステイン以外のシステイン残基はC末端64残基に含まれているRcsFA4-RcsFが不安
定なのは,野生型と異なるジスルフィド結合をつくってしまったためにペ リプラズムのプロテアーゼ

による分解を受けやすくなっているのかもしれない.RcsFタンパク質のジスルフィド結合形成と機能
などとの相関も今後検討していく.

RcsFのシグナル伝達機能におけるC末端領域の働き 野生型RcsFリポタンパク質もペリプラ
ズム遊離型 MBP-RcsFも,C末端 4残基を欠失させるとRcs系活性化が著しく損なわれる.これは,

RcsFのC末端部分が内膜のRcsC･YojNや両者の複合体との相互作用に働いていることを示 している.

5残基以上の欠失はRcsFタンパク質の不安定化を招き,シグナル伝達機能-の効果を調べることはで

きない.次に N末端側からさまざまな長さの欠失を導入することによって,RcsF分子中のシグナル

伝達機能領域を限定することができると考えられるが,上述のようなサイズの問題もあるので,実験

材料にはMBP-RcsF融合タンパク質を使 うべきである.まず,RcsFのN末端から活性化機能制御領

域と考えられるPRRまでを欠失させた融合タンパク質を作成した.この分子が安定であって分解産物

がほとんど検出されないこと,予想どおりRcs系を最大限活性化させることを確認した.さらに長い
欠失をもつ融合タンパク質を作成して,検討を進めている.

RcsCのペ リプラズム露出領域の機能 細胞表層ス トレスに応答してRcsFのPRRが構造変化を

生じ,C末端部分が内膜にあるセンサーキナーゼRcsCや トランスミッターYojNと相互作用してシグ

ナルを伝達すると考えている.RcsCやYojNの側でシグナルを受容するのは当然ペリプラズム露出領
域と考えられるので,手始めに 12残基の無関係なアミノ酸配列をRcsCのペ リプラズム領域のほぼ中

央部に挿入する変異を導入した.しかし,Rcs系は細胞表層ス トレスに応答 してちゃんと活性化した.

RcsCのペリプラズム領域がmodularな構造をもっているか,あるいはYojNのペ リプラズム領域が正

常ならば,RcsFからのシグナル伝達を受けられるのかもしれない.上述のとおりRcsCとYojNは相
同性の高い内膜タンパク質で,一般にセンサーキナーゼは二量体をつくるとされていることから,

RcsCとYojNが二量体あるいはそれぞれのホモ二量体の複合体をつくって働いていると考えている.

その場合,RcsC･YojNの一方のペリプラズム領域の構造が乱されても,ス トレスに応答できる可能性
はある.現在,RcsCのペリプラズム領域に欠失を導入することによって,この領域のシグナル伝達に

おける機能,さらにこの領域内のどの部分が重要かを検討している.同様の実験をYojNについても行
なう予定である.
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