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研究成果の概要（和文）：大腸菌の外膜リポタンパク質 RcsF は Rcs 二成分制御系(リン酸リレ

ーシグナル伝達系)の必須の要素である．RcsF は細胞表層に加わるストレスを感知し，細胞膜

にあるヒスチジンキナーゼ RcsC に情報を伝える． RcsF が Rcs 系活性化に際して RcsC のリ

ガンドとして働いていることを示唆する結果を得た．また，RcsF の N 末端側のプロリンと塩

基性残基に富む領域が Rcs 系活性化の制御において重要な働きをしていると考えられる． 

 

研究成果の概要（英文）： The outer membrane lipoprotein RcsF is an essential component of 

the Rcs phosphorelay signal transduction system in Escherichia coli.  It senses stresses 

imposed on the cell envelope and conveys the information to histidine kinase RcsC in the 

cytoplasmic membrane.  It is suggested that RcsF functions as a ligand for RcsC in 

activating the system.  RcsF has a region rich in proline and basic residues near the N 

terminus.  This region is likely to play an important role in regulation of the function of 

RcsF in activating the Rcs system.   
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１．研究開始当初の背景 

二成分制御系(リン酸リレーシグナル伝達
系)は，細菌・古細菌や一部の真核細胞が環境
ストレスを感知して応答する洗練された機
構である．環境ストレスは，細胞質膜より外
に露出したヒスチジンキナーゼの N 末端側
の感知ドメインで感知される．感知ドメイン
に直接結合するリガンドが明らかになって
いるのはごく少数の例だけで，多くの二成分
制御系では感知の機構はわかっていない． 

腸内細菌群の Rcs シグナル伝達系は，細胞

表層を撹乱するストレスに応答し，バイオ
フィルムの発達や病原性に深く関与して
いる．Rcs 系は図に示すような多段階のリ
ン酸リレー系である．内膜を貫通するヒス
チジンキナーゼである RcsC はレシーバー
ドメインももっている。活性化されると
RcsC はキナーゼドメインの His 残基を自
己リン酸化し，リン酸基をレシーバードメ
インの Asp 残基に渡す．その後のリン酸基
転移は RcsD(YojN とも呼ぶ)のホスホトラ
ンスミッタードメインのHis残基を介して
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起こる．RcsDも内膜貫通タンパク質で，RcsC

の感知ドメインとキナーゼドメイン(ただし
保存された His 残基は含まない)とよく似た
配列をもつ。リン酸基は最終的にレスポンス
レギュレーターRcsB の Asp 残基に渡され，
活性化した RcsB が転写因子として働く．大
腸菌ではRcs系は 150以上の遺伝子の転写を
正または負に制御しており，その大部分は細
胞表層関連の機能に関与している． 

外膜リポタンパク質 RcsF は，当初，過剰
発現するとRcs系を活性化するものとして同
定された．多くの環境ストレスや突然変異に
よるストレスが Rcs 系を活性化するのに
RcsF が必要であることがわかり，RcsF は
RcsC にストレス情報を伝える必須の役割を
もつRcs系の構成成分であると見なされるよ
うになった． 

リポタンパク質は，シグナルペプチド切断
部位にリポボックスと呼ばれるコンセンサ
スは配列をもつ前駆体として合成される．
Sec 系によって内膜を通過後，内膜のペリプ
ラズム側でいくつかの段階を経て，成熟体と
なる．まず，プロリポタンパク質ジアシルグ
リセロール転移酵素(Lgt)によって，ホスファ
チジルグリセロールを主要な供与体として，
リポボックス中の Cys 残基がジアシルグリ
セロールで修飾される。この修飾が，プロリ
ポガンパク質シグナルペプチダーゼ（LspA）
によるシグナルペプチドの切断に必要であ
る。その後，N 末端となったジアシルグリセ
リルシステインが，アポリポタンパク質 N-

アシル転移酵素(Lnt)によって，N-アシル化
を受けて成熟体となる．成熟体リポタンパク
質は，２番目の残基のリポタンパク質ソーテ
ィングシグナルにもとづいて，Lol 系によっ
て外膜に運ばれるか，内膜にとどまるかが決
まる．2 番目の残基が Asp のとき，内膜停滞

シグナルとして働く．RcsF は 2 番目の残
基が Ser で，外膜へと運ばれる． 

ホスファチジルグリセロリン酸合成酵
素を欠き，主要酸性リン脂質であるホスフ
ァチジルグリセロールとカルジオリピン
をまったくもたない大腸菌 pgsA 完全欠損
株は，lpp 遺伝子にコードされる主要外膜
リポタンパク質を同時に欠くと生育可能
となるが，42℃で高温感受性を示す．この
高温感受性のサプレッサー変異をトラン
スポゾン挿入変異実験で探索したところ，
rcsF・rcsC・rcsD・rcsB 遺伝子のいずれ
かが挿入破壊されると高温感受性がサプ
レスされることがわかった．pgsA lpp 変異
株では Rcs 系が恒常的に活性化しており，
そのために 42℃で溶菌が引き起こされる． 

 

２．研究の目的 

本研究は，(1)細胞表層ストレスを感知し，
RcsC へ情報を伝達すタンパク質としての
RcsF の機能を明らかにし，(2)RcsF タンパ
ク質の機能ドメイン構造を解析すること
を主な目的とした． 

 

３．研究の方法 

標準的な遺伝学的手法・DNA 操作法を
用いて，菌株・プラスミドを構築した．Rcs

系活性化レベルは，Rcs系支配下にあるcps
オペロンと lacZ の転写融合(cpsB-lacZ)を
用いて，-ガラクトシダーゼ活性でモニタ
ーした．RcsF タンパク質の外膜/内膜局在
化を調べるには，蔗糖密度勾配遠心分離を
行なった．ペリプラズムとスフェロプラス
トの分離は細胞のリゾチーム処理後に遠
心分離を行なった．RcsF タンパク質の検
出は，ウェスタン分析によった．抗 RcsF

抗血清(ウサギ)は，シグナルペプチドを欠
き，C 末端に His6タグを付加した RcsF を
Ni-ニトリロ三酢酸アガロースカラムクロ
マトグラフィーで精製したものを抗原と
して作成した．抗 MBP 抗体は市販のもの
を用いた． 

 
４．研究成果 
(1)lgt 遺伝子上流のトランスポゾン挿入に
よる pgsA 完全欠損株の高温感受性のサプ
レッション 

以前の研究で，pgsA lpp 変異株 S330 を
mini-Tn10 cam を用いてトランスポゾン
挿入変異誘発実験を行ない，高温感受性の
サプレッサー変異株を 44 株分離した．そ
のうち 41 株は PCR 分析により，rcsF・
rcsC・rcsD のいずれかにトランスポゾン
挿入があることがわかった．残り 3 つのサ
プレッサー変異株のうち 2 つは ptsP 遺伝
子の終止コドンの 2塩基下流にmini-Tn10 
cam が挿入されていた．その染色体上の位

 

Rcs二成分制御系(リン酸リレー系) 
太い矢印はリン酸基の転移の経路を，H･Dはリン酸化

されるヒスチジン･アスパラギン酸残基を示す． 



置 63.9 分にもとづいて，この挿入変異を
zgd::mini-Tn10 cam と名付けた．もうひとつ
のサプレッサー変異は，2238 塩基の ptsP の
コーディング領域の 1321 番目の塩基の位置
に挿入があった．3 つのサプレッサー変異す
べてで，ミニトランスポゾンの cam 遺伝子は，
ptsP 遺伝子とその終止コドンの 151 塩基下
流から始まる lgt 遺伝子と同じ向きであった．
ptsP 遺伝子をもつプラスミドをサプレッサ
ー変異株に導入しても高温耐性の表現型は
変わらなかったので，ptsP の欠損がサプレッ
ションの原因ではない．lgt 遺伝子をもつプ
ラスミドも同様だったが，親株の S330 に導
入すると，42℃で高温耐性を示した．そこで，
挿入ミニトランスポゾンの cam 遺伝子のプ
ロモーターからの転写による lgt 遺伝子の発
現上昇がサプレッションの原因だと考えた．
実際，ドットブロットハイブリダイゼーショ
ン実験で，zgd::mini-Tn10 cam をもつ形質導
入体は、親株の S330 よりも lgt 転写産物が
多いことが示された． 

別の実験として，S330 の高温感受性のマ
ルチコピーサプレッサーをクローン化する
試みで，pACYC184 をベクターとするプラス
ミドが 23 クローン単離できた．そのうち 6

つが lgt 遺伝子を含む領域をもっていた．以
上より，lgt 遺伝子の過剰発現が pgsA 完全欠
損株の高温感受性を矯正することができる
と結論づけた． 

(2)pgsA 完全破壊株での Rcs 系活性化の lgt
過剰発現による抑制 

pgsA 完全欠損株の高温感受性が Rcs 系の
活性化によるものなので，lgt 過剰発現の Rcs

系への効果を調べた．活性化レベルは，
cpsB-lacZ 転写融合を用いて，莢膜多糖合成
に働く cps オペロンの発現レベルでモニター
した． 

pgsA lpp cpsB-lacZ 融合株 CL330 は Rcs

系の活性化のために高い-ガラクトシダーゼ
活性を示す．CL330株のzgd::mini-Tn10 cam
形質導入体は 42℃で生育し，X−Gal を含む
LB 寒天培地で淡い青色を呈した．30℃で培
養して-ガラクトシダーゼ活性を測定すると，
pgsA+ lpp cpsB-lacZ 融合株 UE29 よりは高
いものの， CL330 株の半分以下の活性を示
した． 

lgt遺伝子を IPTGで誘導される trcプロモ
ーターの下にクローン化した低コピープラ
スミド pHR725 を CL330 に導入すると，
X-Gal と 0.5 mM IPTG を含む LB 寒天培地
で 42℃で生育し，白いコロニーを生じた．
IPTG なしでは，42℃での生育は悪く，淡い
青色を呈した．0.1 mM IPTG 存在下で 30℃
で培養して-ガラクトシダーゼ活性を測定す
ると，ベクタープラスミド pHR718 をもつ
CL330 株の半分程度の活性を示した．したが
って，lgt 過剰発現は pgsA 完全欠損株におけ

る Rcs 系活性化を抑えることがわかった． 

(3)LspA 阻害による Rcs 系活性化 

lgt 過剰発現が pgsA 完全欠損株の Rcs

系活性化を抑えるということは，リポタン
パク質成熟がうまくいかないことがRcs系
活性化の原因であるかもしれない．そこで
pgsA+ lpp cpsB-lacZ 融合株 UE29 を
LspA の特異的阻害剤であるグロボマイシ
ンで処理した．濃度は 10 µg ml–1で，この
濃度では生育には殆ど影響がない．グロボ
マイシン処理によって，僅かではあるが，
-ガラクトシダーゼ活性が上昇した．rcsF
欠損によって上昇しなくなった．このこと
は，RcsF リポタンパク質のプロセシング
がうまく行かないことがRcs系活性化を引
き起こしていることを示していると言え
る． 

(4)pgsA 完全欠損株における RcsF の内膜
蓄積 

これまでの結果は，pgsA 完全欠損株に
おける Rcs 系活性化がリポタンパク質，こ
とに RcsF の成熟過程に欠損があるためで
あることを示唆している．私たちは以前，
pgsA lpp変異株で lpp遺伝子を発現させる
と，Lgt の反応でのジアシルグリセロール
の主要な供与体であるホスファチジルグ
リセロールがないために lpp 遺伝子産物の
修飾がうまくいかず，その結果，前駆体が
内膜に蓄積して，それが溶菌を引き起こす
ことを示した．しかし，量的にマイナーな
RcsF の成熟もまた同様に遅れるとは必ず
しも言えない．そこで，RcsF タンパク質
の外膜/内膜局在性を蔗糖密度勾配遠心分
離した試料をウェスタン解析によって調
べた． 

pgsA+である UE29 株では，RcsF は
OmpA タンパク質とともに外膜画分に回
収された．これに対し，pgsA 完全欠損の
CL330 株では，かなりの量の RcsF がコハ
ク酸脱水素酵素活性とともに内膜画分に
回収された．この結果は，ジアシルグリセ
ロール修飾を直接分析しているわけでは
ないが，ホスファチジルグリセロールの欠
損がマイナーなリポタンパク質である
RcsF の成熟過程を遅延させたことを示し
ていると考えられる． 

(5)リポタンパク質ソーティングシグナル
を改変した RcsF の内膜局在化とそれによ
る pgsA+株での Rcs 系の活性化 

成熟リポタンパク質の局在性は成熟体
の２番目の残基がソーティングシグナル
となって決まる．2 番目の残基が Asp だと
内膜停滞シグナルとなり，3 番目の残基も
停滞効率に影響する．部位特異的変異導入
によって，RcsF の成熟体 2 番目の残基を
Asp に改変した．この RcsFS2D を，低コ
ピー数のプラスミド上の trc プロモーター



から，染色体上の RcsF と同じレベルで発現
させた(20 µM IPTG)ところ，pgsA+株で Rcs

系が活性化した．RcsF は３番目の残基とし
て Met をもつ．2 番目が Asp で 3 番目が Met

というのは余り強い内膜停滞シグナルとは
ならず，約 60%だけが停滞するとされている．
3 番目の残基が Asp・Glu・Gln のとき最も
強い停滞シグナルとなり，停滞効率は 100%

となる．そこで，RcsFS2D の 3 番目の残基
を Gln に改変した．この RcsFS2DM3Q は
RcsFS2D よりも強く Rcs 系を活性化した．
これら改変RcsFによるRcs系活性化はRcsC

がないと起こらなかった．蔗糖密度勾配遠心
分離によって調べると，FcsFS2DM3Q は殆
ど全部が内膜タンパク質 EnvZ とともに内膜
画分に回収された． 

(6)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)と融合した RcsF 似
よる強い Rcs 系活性化 

RcsF の成熟体部分をペリプラズムタンパ
ク質であるMBP(malE遺伝子産物)のC末端
側に融合させた．この MBP-RcsF 融合タン
パク質を低コピー数プラスミド上の trc プロ
モーターから発現させた細胞をスフェロプ
ラスト化して遠心分離し，抗 MBP 抗体でウ
ェスタン解析したところ，半分以上が染色体
にコードされた MBP とともに上清のペリプ
ラズム画分に回収された．MBP-RcsF は．非
常に低い発現レベルでも，強く Rcs 系を活性
化した． 

(7)局在性を変えた RcsF の細胞表層に関わる
突然変異への応答 

さまざまな突然変異が RcsF が存在すると
きのみRcs系を活性化することが知られてい
る．そのうちいくつかを挙げると，(i)ホスフ
ァチジルグリセロリン酸合成酵素をコード
する pgsA，(ii)ペリプラズムの膜由来オリゴ
糖の合成にあずかるグルコシル転移酵素を
コードする mdoH，(iii)細胞表層の integrity

の維持にあずかる Tol 系のペリプラズム成分
をコードする tolB，(iv)リポ多糖の形成にあ
ずかるリン酸転移酵素をコードする rfaP な
どがある． 

RcsF が外膜リポタンパク質であることの
重要性を明らかにするために，内膜やペリプ
ラズムに局在性を変えた RcsF のこれら変異
への応答を調べた．RcsFS2D・RcsFS2DM3Q

も MBP-RcsF も，pgsA・mdoH・tolB 変異
には応答したが，rfaP 変異には応答しなかっ
た．このことは外膜の外側のリポ多糖の構造
に影響を与える rfaP 変異によるストレスに
応答するには，RcsF が外膜リポタンパク質
であることが必要であることを示している． 

(8)RcsF は Rcs 系活性化に際して RcsC のリ
ガンドとして働く 

RcsF タンパク質が内膜に停滞すると，内
膜貫通タンパク質である RcsC センサーキナ

ーゼのペリプラズムに突出したセンサー
ドメインにより近づきやすくなって，Rcs

系が活性化すると考えられる．MBP-RcsF

も同様に，ペリプラズム内に遊離の状態と
なって，RcsC のペリプラズムのドメイン
に接近しやすくなり，強く Rcs 系を活性化
するのだろう．つまり，RcsF は Rcs 活性
化に際して，RcsC のリガンドとして働く
と考えられる．  

(9)pgsA 完全欠損株における Rcs 系活性化
は RcsF の内膜停滞だけによるのではない 

RcsFS2DM3Q はほぼ完全に内膜に停滞
するが，それでも pgsA 完全欠損変異によ
るストレスに応答する．MBP-RcsF は Lgt

の反応には関係がないが，pgsA 完全欠損
変異に強く応答する．つまり，RcsF の内
膜停滞だけが，pgsA 完全欠損株における
Rcs 系活性化の原因ではない．RcsF の内
膜停滞に加えて，主要酸性リン脂質を欠く
ことがストレスとなってRcs系を活性化す
ると考えられる． 

(10)RcsF の proline-rich region 

次に私たちは RcsF の一次構造に注目し
た．国立遺伝学研究所の GTOP データベー
ス (http://spock.genes.nig.ac.jp/~genome/ 

gtop.html)において，(一次翻訳産物の N 末
端の Met からかぞえて) 31〜48 番目の領
域が，low-complexity region と予測されて
いる．この領域が Pro 残基に富んでいるこ
とに気づいた．この Pro-rich region (PRR)

は塩基性アミノ酸にも富んでいる．さまざ
まな細菌の RcsF タンパク質のアミノ酸配
列を比較したところ，この PRR 周辺の一
次構造は他の領域に比べて保存性が低い
が，Pro 残基と塩基性残基に富んでいると
いう特徴は共通してもっていることがわ
かった．本研究では 32〜50 番目(成熟体の
N 末端の Cys からかぞえて 17〜35 番目)

の領域を PRR と定義して解析を進めた． 

(11)ペリプラズム遊離型 MBP-RcsF 融合
タンパク質の PRR 欠失による Rcs 系活性
化レベルの上昇 

1         10      17          25             35 

CSMLSRSPVEPVQSTAPQPKAEPAKPKAPRATPVRI 

37                                             77 

YTNAEELVGKPFRDLGEVSGDSCQASNQDSPPSIPTARKRM  

78                                           118 

QINASKMKANAVLLHSCEVTSGTPGCYRQAVCIGSALNITA 

119 

K 

RcsFの PRR 
PRR を大きいフォントで，Pro残基を白黒反転で，

塩基性残基を下線を付けて示す． 



ペリプラズム遊離型の MBP-RcsF は Rcs

系を強く活性化する．この融合タンパク質か
ら，RcsF 部分の N 末端 16 残基を欠失して
も，Rcs 系活性化レベルは変わらなかった．
N 末端 35 残基を欠失すると，活性化レベル
は著しく上昇した．RcsF の Rcs 系活性化に
働くドメインは 36 番目の残基から C 末端の
119 番目の Lys 残基の間にあることになる．
17 番目から 35 番目の PRR だけを欠失した
場合も，35 番目までの欠失と同じ活性化レベ
ルを示した．この実験では，融合タンパク質
は低コピープラスミド上の tac プロモーター
から IPTG なしで発現させている． 

MBP-RcsF は pgsA・mdoH・tolB などの
変異によるストレスに応答してRcs系を活性
化する (ただし rfaP には応答しない )．
MBP-RcsF∆PRR を低コピー数プラスミド上
の tac プロモーターから IPTG なしで発現さ
せたところ，rfaP を含む変異で，変異による
ストレスがない状態と同程度の高いRcs系活
性化レベルを示した．MBP-RcsF の PRR 欠
失は Rcs 系を最大限まで活性化して，細胞表
層にかかわる変異があっても，もはや応答し
ないのかもしれない． 

(12)内膜に局在化した RcsF リポタンパク質
の PRR 欠失による Rcs 活性化レベルの上昇 

RcsFS2D や RcsFS2DM3Q からPRR を欠
失すると，それぞれさらに Rcs 系が活性化し
た．  

(13)野生型の外膜リポタンパク質 RcsF の
PRR 欠失では Rcs 系活性化レベルは上昇し
ない 

野生型の外膜リポタンパク質 RcsF は， 

PRR を欠失しても，Rcs 活性化レベルは上昇
しなかった．通常 Rcs 系を活性化させる
mdoH・tolB・rfaP の変異にも応答せず，Rcs

系の活性化はみられなかった．pgsA 変異で
は，RcsF は内膜に停滞する．そのため
RcsF∆PRR は RcsFS2 や RcsFS2DM3Q∆
PRR と同様に高い Rcs 系活性化レベルを示
した． 

(14)タンデムに繰り返した外膜リポタンパク
質 RcsF の PRR 欠失による Rcs 活性化レベ
ルの低下 

野生型の外膜リポタンパク質RcsFのPRR

欠失でRcs系活性化レベルが上昇しないのは，
PRR欠失によってRcsFの分子のサイズが小
さくなったためかもしれないと考えた．RcsF

はRcs活性化に際して内膜のヒスチジンキナ
ーゼ RcsC のリガンドとして働くと考えられ
るので，分子サイズが小さくなると RcsC と
相互作用できなくなるのかもしれない．この
ようなサイズの問題を避けるために，タンデ
ムに繰り返した RcsF を作成した．繰り返し
RcsF の上流側のものは C 末端の 4 残基を除
いた．RcsF の C 末端 4 残基を欠失すると，
Rcs 系活性化能が失われることがわかってい

る．下流側のものは N 末端のシグナルペプ
チドを除いた． 

このようにして作成したタンデムに繰
り返した RcsF (RcsF∆4-RcsF)は，Rcs 系
を強く活性化した．これは分子のサイズが
大きくなって RcsC のペリプラズムドメイ
ンに接近しやすくなったためだろう． 

上流側の RcsF 部分から PRR を欠失し
ても(RcsF∆PRR∆4-RcsF)，Rcs 系活性化レ
ベルは変わらなかったが，下流側の RcsF

部分のPRR欠失(RcsF∆4-RcsF∆PRR)では
Rcs 系活性化レベルが著しく低下した．上
流側と下流側の両方から PRR を欠失した
場合も同様に著しい低下がみられた．上流
側の RcsF が野生型のリポボックスとリポ
タンパク質ソーティングシグナルをもっ
ているので，タンデムに繰り返した RcsF

も外膜リポタンパク質として挙動すると
考えられる． 

また，野生型外膜リポタンパク質の
RcsF を過剰発現させたところ，PRR 欠失
によってRcs系活性化レベルの低下がみら
れた． 

PRR の欠失は，外膜リポタンパク質のと
きと，内膜也ペリプラズムに局在性を変え
たときとで，Rcs 系活性化レベルに反対の
効果を及ぼすことになる． 

タンデムに繰り返した RcsF では，下流
側のPcsFのPRR欠失はひとつながりの活
性化ドメインのコンフォーメーションに
影響を及ぼすが，上流側の PRR 欠失は人
為的につなげられた下流側 RcsF の活性化
ドメインには影響を及ぼさないと考えら
れる． 

(15)PRR 中の Pro 残基の Ala への置換 

MBP-RcsF の PRR 中の Pro 残基をひと
つずつ Ala に置換すると，33 番目(PRR 中
で一番 C 末端側)の Pro を Ala に変換した
ときのみ，MBP-RcsF∆PRR の 1/3 程度の
Rcs 系活性化を示した．他の Pro の置換で
はまったく影響がなかった． 

外膜リポタンパク質である RcsF を過剰
発現させたところ，Pro の Ala への置換は
Rcs 系活性化レベルを低下させた．置換の
位置が C 末端に近いほど低下の程度は大
きかった． 

PRR 中の Pro 残基を全部 Ala に置換し
たとき，MBP-RcsF ではさらに活性化レベ
ルが上昇することはなかった．外膜リポタ
ンパク質の RcsF の場合は，さらに活性化
レベルが低下したが，PRR 欠失ほどには低
下しなかった． 

Pro の Ala への置換の効果は野生型とペ
リプラズム遊離型にしたものとで違って
いたが，PRR の C 末端側に近いほど，RcsF

の C 末端領域にある活性化ドメインに強
く影響するという点では共通していた． 



(16)PRR 中の塩基性残基の Gln または Glu

への置換 

PRR 中の Pro 残基を全部 Ala に置換して
も PRR 欠失と同じレベルの影響が現れなか
ったので，次に PRR 中の 5 つの塩基性残基
(Arg と Lys)を Gln または Glu に置換するこ
とを試みた．MBP-RcsF の PRR の全塩基性
残基を Gln に置換すると(KR-Q)，Rcs 活性化
レベルは 2 倍程度に上昇した．全部を Glu 二
置換すると(KR-E)，活性化レベルは著しく上
昇した．全 Pro 残基の Ala への置換(P-A)を
KR-Q・KR-E と組み合わせると，それぞれさ
らに上昇した．KR-E と P-A の組合せでは
PRR 欠失と同程度の活性化レベルを示した． 

外膜リポタンパク質の RcsF を過剰発現さ
せたとき，KR-Q・KR-E・P-A の置換変異は
いずれも同程度，Rcs 活性化レベルが低下し
た．P-A 置換を KR-Q・KR-E 変異と組み合
わせても，活性化レベルは変化しなかった．
この活性化レベルは PRR 欠失のときより少
し高かった． 

(17)RcsF のドメイン構造 

RcsF は Rcs 系活性化に際して内膜のヒス
チジンキナーゼ RcsC のリガンドとして働く
と考えられる．MBP-RcsF の RcsF 成熟体部
分の N 末端 35 残基を欠失すると，高い Rcs

系活性化レベルを示したので，Rcs 系活性化
に働く RcsF の機能ドメインは 36 番目の Ile

と C 末端(119 番目)の Lys の間にあることに
なる．X 線結晶解析(Leverrier et al., 2011)

や NMR による解析(Rogov et al., 2011)によ
れば，33 番目の Pro 残基から C 末端までは

シートを 2 本のヘリックスがはさむような
かっちりした構造をとっている． 

PRR が Rcs 系活性化レベルに及ぼす効果
は，野生型の外膜リポタンパク質の RcsF と，
内膜やペリプラズムに局在性を変えた RcsF

とで逆になった．PRR の Pro 残基を Ala に
置換したり，塩基性残基を Gln や Glu に置換
したり，また，これら置換を組み合わせたり
したときの効果も，野生型の外膜リポタンパ
ク質の RcsF と，内膜やペリプラズムに局在
性を変えた RcsF とで異なっていた．その理
由はうまく説明がつかないが，PRR が Rcs

系活性化に際して RcsF の機能を制御するの
に重要な役割を果たしていると考えること
ができる．Pro 残基に富む配列は一般にフレ
キシブルな領域をつくるとされている．実際，
X 線結晶解析や NMR 解析でも，33 番目の
Pro残基よりN末端側ははっきりした構造を
示さないことがわかっている．この領域の一
次配列はさまざまな種の RcsF の間で余り保
存されていないが，Pro 残基と塩基性残基に
富むという特徴は共通している． 
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