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研究成果の概要（和文）：外膜リポタンパク質RcsFは大腸菌のRcs二成分制御系(リン酸リレーシグナル伝達系)
の必須の成分である．RcsFをペリプラズムや膜に誤局在させるとRcs系が強く活性化し，RcsFが系の内膜成分と
相互作用して働いていることがわかる．これはRcsFが，系の負の制御因子である内膜タンパク質YrfFのペリプラ
ズム領域(YrfF)と相互作用するという報告と合致する．本研究では，内膜ヒスチジンキナーゼRcsCのペリプラズ
ム領域領域(RcsCperi)のペリプラズム遊離実験や二分子蛍光相補(BiFC)実験で，RcsFがYrfFperiだけでなく
RcsCperiとも相互作用して系を活性化していることを示した．

研究成果の概要（英文）：An outer membrane lipoprotein RcsF is an essential component of the Rcs 
phosphorelay signal transduction system of Escherichia coli.  Mislocalization of RcsF to the 
periplasm or to the cytoplasmic membrane leads to high activation of the Rcs system, suggesting that
 RcsF functions by interacting with the cytoplasmic membrane component(s) of the system.  This is 
consistent with the report that RcsF interacts with the periplasmic domain of the inner membrane 
protein YrfF (YrfFperi), a negative regulator of the system.  We show that RcsF also interacts with 
the periplasmic domain of the inner membrane histidine kinase RcsC (RcsCperi).  When RcsCperi was 
secreted to the periplasm, it titrated RcsF’s activating effect.  A bimolecular fluorescence 
complementation (BiFC) experiment showed interaction of RcsF with RcsCperi as well as with YrfFperi.
  We conclude that RcsF interacts with the periplasmically exposed region of RcsC as well as with 
that of YrfF in activating the system.  

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸内細菌群の Rcs 二成分制御系(リン酸
リレーシグナル伝達系)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．外膜リポタ
ンパク質 RcsF は Rcs 系活性化に必須の成分
である． 
 
(2) RcsF の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)と融合させてペリプラズムに遊離させ
たり，RcsF のリポタンパク質ソーティングシ
グナルを改変して内膜に滞留させると，Rcs
系が強く活性化する．この結果は，RcsF が
Rcs系の内膜成分(ヒスチジンキナーゼRcsC•
トランスミッターRcsD•負の制御因子 YrfF)
のいずれかと直接相互作用することによっ
てRcs系活性化に働いていることを示唆する． 
 
(3) 私たちは RcsC のペリプラズム領域
(RcsCperi)が RcsF と相互作用すると予測し
た(引用文献①)．一方，Cho らは YrfF のペリ
プラズム領域(YrfFperi)が RcsF と相互作用
することを示した(引用文献②)． 
 
(4) 最近，RcsF の N末端修飾リピドは外膜外
葉にアンカーされており，C 末端側は outer 
membrane proteins (OMPs)のβバレル内腔を
通ってペリプラズムに露出していることが
示された(引用文献③)． 
 
２．研究の目的 
(1) Rcs 系活性化に際して RcsC が YrfF と同
様 RcsF と相互作用することを示す． 
 
(2) Rcs 系活性化には RcsF の RcsC との相互
作用は不可欠だが，YrfF との相互作用は必ず
しも不可欠でないことを示す． 
 
(3) Rcs系活性化に際してRcsFの C末端側が
内膜に近づくようようにスライドすること
を示す． 
 
３．研究の方法 
(1) 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，β-ガラクトシダーゼ活性で
モニターした． 
 
(2) ウェスタン分析による RcsF 検出の一次
抗体としては私たちが作成した抗 RcsF 抗血
清を，MBP−RcsCperi･MBP−RcsDperi の検出に
は市販の抗 MBP モノクローナル抗体を，ヘキ
サヒスチジンタグ融合 YrfF の検出には市販
の抗ポリヒスチジンモノクローナル抗体を
用い，FLAG タグ融合 RcsC のウェスタン検出
や FLAG タグ挿入 RcsF のドットブロット検出
には市販の抗 FLAG モノクローナル抗体を用
いた． 
 

(3) 二分子蛍光相補(BiFC)実験には，一般の
GFP とは異なりペリプラズムでもフォールデ
ィングして蛍光を発する superfolder GFP 
(sfGFP)を，sfGN(N 末端から 173 番目の残基
まで)と sfGC(155 番目の残基から C 末端ま
で)の 2 断片に分割し，それぞれの N 末端に
MBP のシグナル配列(SS)を付加したものの C
末端に注目するタンパク質を融合させたも
のを，compatible なプラスミドから発現する
ように構築した． 
 
４．研究成果 
(1) Rcs 系が活性化している opgH（以前は
mdoH と命名されていた）変異株で MBP- 
RcsCperi を発現すると，Rcs 系活性化レベル
が低下した．細胞分画によって MBP-RcsCperi
はペリプラズムに遊離していることが確か
められたので，内膜の RcsC よりも優先的に
外膜の RcsF と相互作用して，RcsF の Rcs 系
活性化能を titrate したと考えられる． 
 
(2) MBP-RcsCperi は，ペリプラズムに遊離し
たRcsFの Rcs活性化能をtitrate outした．
RcsFはN末端近くにプロリンと塩基性に富む
領域(PRR)をもっており，ペリプラズム遊離
型･内膜滞留型で PRR を欠失させると Rcs 系
活性化能が著しく上昇する(引用文献④)．
MBP-RcsCperiはこの高い活性化能もtitrate 
out した． 
 
(3) RcsCDF を欠損した株にペリプラズム遊
離型 RcsF∆PRRと MBP−RcsC を発現させ，細胞
を 0.5%ホルムアルデヒドで処理した後，SDS
電気泳動で分離し，抗 RcsF 抗体と抗 MBP 抗
体でウェスタン分析した．両抗体で共通して
約 200 kDa の架橋複合体が検出された．不完
全に架橋されたと思われる約 170，130，100 
kDa の複合体も検出された．SDS 電気泳動前
に試料を 95℃で処理すると架橋が切れて複
合体は検出されなかった．分子量から判断し
て，約 200 kDa の架橋複合体は 4 分子の
RcsF∆PRRと 2 分子の MBP−RcsC からなると考
えられる．約 170，130，100 kDa の複合体の
RcsF∆PRR:MBP-RcsC 構成比は 2:2，4:1，2:1
だと考えられる．以上の結果は RcsF と RcsC 
peri とが直接相互作用していることを示し
ている． 
 
(4) MBP-YrfF もペリプラズム遊離型 RcsF の
Rcs 系活性化能を titrate out した．この結
果は引用文献②のとおり，RcsF と YrfFperi
が直接相互作用していることを示している． 
 
(5) 二分子蛍光相補(BiFC)実験は，蛍光タン
パク質断片と相互作用パートナーとを融合
させて，生細胞内で相互作用の局在を可視化
する方法である．RcsCDF･YrfF を欠損した株
に MBP の SS の働きでペリプラズムに分泌さ
れる sfGN-RcsF∆PRRと sfGC-RcsCperi，sfGN- 
RcsF∆PRR と sfGC-YrfFperi を発現させると，



蛍光顕微鏡観察によって，いずれも細胞周縁
部に蛍光が観察された．2 つの融合タンパク
質のうち一方を sfGN あるいは sfGC にすると
蛍光は観察されなかった．周縁部に蛍光が観
察される細胞をリゾチーム処理すると，スフ
ェロプラストとなった細胞からは蛍光が失
われ，桿菌状態を保っている細胞には周縁部
に蛍光が観察された．以上の結果は RcsF と
RcsCperi･YrfFperi がペリプラズムで直接相
互作用していることを示している． 
 
(6) RcsF との相互作用には RcsC のペリプラ
ズム領域が働いている．C末端に FLAG タグを
融合した RcsC と，そのペリプラズム領域の
中央 1/3を欠失させた RcsC∆160-231-FLAG を
構築した．RcsCF を欠損する株で内膜滞留型
RcsFとRcsC−FLAGを発現させると高いRcs系
活性化が見られたが，RcsC∆160-231-FLAG で
は Rcs 系は活性化しなかった．抗 FLAG 抗体
を用いたウェスタン分析では RcsC∆160-231- 
FLAG の分解はほとんど観察されなかった．
YrfF 欠損は同時に RcsCDB のいずれかを欠損
していないとRcs系の過活性化のため致死と
なる．RcsCF･YrfF 欠損株で RcsC-FLAG や RcsC 
∆160-231-FLAG をきわめて低レベルで発現さ
せると,高いRcs系活性化が観察されたので，
RcsC∆160-231-FLAG が Rcs 系活性化能を失っ
ているわけではない．この結果は，RcsF と
RcsCperiの相互作用がRcs系活性化に必要で
あることを示している． 
 
(7) RcsF との相互作用には YrfF のペリプラ
ズム領域が働いている．C 末端にヘキサヒス
チジンタグを融合した YrfF とそのペリプラ
ズム領域を欠失させた YrfF∆peri-His6 を構
築した．これらをコードするプラスミドを
RcsF 欠損株に導入して発現を誘導している
状態で，∆yrfF::kan を P1 ファージ形質導入
すると，形質導入体が得られた．抗ポリヒス
チジンスチジン抗体によるウェスタン分析
では YrfF∆peri-His6 はほとんど検出できな
かったが，YrfF 欠損は致死性で，RcsCDB の
いずれかの欠損が抑圧変異となるが，RcsF は
抑圧変異とはならないので，YrfF∆peri-His6
は僅かながらも発現してRcs系の過活性化を
抑制しているはずである．実際 YrfF∆peri- 
His6の発現誘導量を上げると Rcs 系の活性が
低下した．この YrfF∆peri-His6をもつ形質導
入体にペリプラズム遊離型 RcsF を発現させ
ると，その発現量に応じて Rcs 系活性化レベ
ルが上昇した．この結果は，RcsF と YrfFperi
の相互作用がなくてもRcs系が活性化しうる
ことを示唆している． 
 
(8) RcsD の構造構造は RcsC に似ており，そ
のペリプラズムペリプラズム領域領域
(RcsDperi)は RcsCperi と 15.3%の同一性･
61.8%の類似性を示す．しかし，MBP-RcsDperi
はペリプラズム遊離型 RcsF∆PRR の Rcs 系活
性化能を titrate しなかった．抗 MBP 抗体を

用いたウェスタン分析では MBP-RcsDperi の
分解はほとんど観察されなかった．この結果
は RcsDperi が RcsC peri とは違って RcsF と
相互作用しないことを示している． 
 
(9) 背景(4)に述べたとおり，RcsF の N 末端
末端側は細胞表面に露出しており，C 末端側
はペリプラズムに露出している．引用文献③
を参考にして RcsF の表面露出領域に存在す
る 21 番目と 59 番目のアミノ酸･表面に露出
していない100番目のアミノ酸の後ろにFLAG
タグを挿入したもの(R21FLAG, V59FLAG, 
K100FLAG)を構築した．細胞懸濁液をそのま
ま PVDF 膜にドット状にブロットして抗 FLAG
抗体で検出すると，R21FLAG と V59FLAG は検
出されたが,K100FLAG は検出されなかった．
SDS 電気泳動泳動ののちにウェスタン分析を
するといずれも同程度に検出されたので，発
現量に違いがあるわけではない．遺伝子欠損
によって Rcs 系が活性化している株(rfaP 欠
損株･tolB欠損株)ではV59FLAGの検出量が減
少した．浸透圧ストレス(NaCl あるいはショ
糖による)･低温ストレスによりRcs系が活性
化している場合もV59FLAGの検出量が減少し
た．Rcs 系が活性化する条件では、59番目の
アミノ酸以降の部分が内膜側に近づくよう
に RcsF がスライドして RcsC や YrfF と相互
作用し、Rcs 系が活性化すると考えられる． 
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