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研究成果の概要（和文）：大腸菌等のグラム陰性細菌の細胞表層には、N末端が脂質により修飾されたリポ蛋白質が存
在している。これらのリポ蛋白質の多くは、内膜のペリプラズム側で修飾された後Lolシステムにより外膜内葉に輸送
される。私たちは、Lolシステムが正常に機能しない状況下ではRcsリン酸リレーに依存してlolA遺伝子の転写が誘導さ
れ、リポ蛋白質輸送能力を回復させる応答が起こることを見いだしている。本研究は、この応答のセンサー蛋白質であ
るRcsF蛋白質がリポ蛋白質の輸送状況をモニターする機構について解析したものである。

研究成果の概要（英文）：In the envelope of gram-negative bacteria, over 90 species of lipoproteins, which 
are modified with lipid chains and anchored to the membrane via the lipids, are present. After being 
modified and processed on the outer leaflet of the inner membrane, most of these lipoproteins are 
transported to the inner leaflet of the outer membrane by the Lol system. We had found that the 
inhibition of outer membrane transport of lipoproteins triggers lolA transcription in an Rcs phosphorelay 
system dependent fashion. In this study, we studied the mechanisms of monitoring correct lipoprotein 
sorting and transport to the outer membrane by RcsF, which is a key molecule of the Rcs phosphorelay 
system.
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１．研究開始当初の背景 
 大腸菌などのグラム陰性細菌の細胞表層
には、N 末端が脂質で修飾され、その脂質部
分で細胞膜と結合しているリポ蛋白質が存
在している。大腸菌では約１００種類のリポ
蛋白質が存在しており、その 90％以上が外膜
の内葉に存在している。これらの外膜に存在
するリポ蛋白質は、外膜のβバレル型蛋白質
の構造形成などにおいて重要な役割を果た
している。 
 外膜に存在するリポ蛋白質は、Sec トラン
スロコン系に依存して内膜を透過した後に
内膜のペリプラズム側で、成熟体の N末端と
なるシステインへの脂質付加、シグナル配列
切断等の修飾を受ける。内膜上で修飾された
成熟型リポ蛋白質を外膜に運ぶのがLol蛋白
質群である。脂質修飾されたリポ蛋白質は、
内膜に存在するABCトランスポーターの一つ
である LolCDE 蛋白質複合体と結合、ATP 分解
に依存して内膜から遊離し、ペリプラズムに
存在するリポ蛋白質輸送体である LolA と水
溶性の複合体を形成する。この LolA-リポ蛋
白質複合体はペリプラズムを横断し外膜に
到達、リポ蛋白質は外膜のリポ蛋白質受容体
LolB に引渡される。LolB 蛋白質は、受取っ
たリポ蛋白質を外膜の内葉に組込む。 
 私たちは、LolA の構造・機能を明らかにす
る研究の過程で種々の変異体を作製してき
たが、その中の一つ、I93C/F140C の二重変異
を導入し分子内ジスルフィド結合を形成す
る変異体は、これまで作成した変異体の中で、
最も強くリポ蛋白質の輸送を阻害し、また、
野生型細胞の増殖を阻害するドミナントネ
ガティブ型変異であった（文献①）。私たち
は、この変異蛋白質の発現を誘導することに
より、CpxAR に依存した細胞表層ストレス応
答が誘導され (文献②)、さらに、lolA 遺伝
子自身を含む遺伝子群の発現が、 CpxAR 系と
は独立の経路により誘導されることを見い
だした。この変異 LolA 蛋白質による lolA遺
伝子の発現誘導が起こらない変異体を取得
したところ、その変異は rcsC,rcsF遺伝子に
見つかったことから、lolA 遺伝子の発現は
RcsC, RcsF 蛋白質などにより構成される Rcs
リン酸リレー系により制御されていると考
えられた（文献③）。 
 Rcs リン酸リレー系は二成分制御系に類似
した遺伝子発現制御系であり、莢膜構成成分
の生合成に関わる遺伝子群の発現調節系と
して発見された。この系では、内膜上の RcsCD
が細胞質の転写アクチベータ RcsB をリン酸
化することにより、標的遺伝子群の発現が活
性化される。遺伝学的解析から、内膜上の
RcsCD キナーゼの活性化には、Lol システム
により外膜に輸送されるリポ蛋白質のひと
つである RcsF が必要であることが明らかに
なっていたが、物理的に離れている内膜と外
膜の間でどのようにシグナル伝達が起こる
のかは不明であった。 
 これらの LolA 変異体による Rcs リン酸リ

レー系活性化に関する一連の結果は、
LolAI93C/F140C 変異体により外膜リポ蛋白
質の輸送不全が生じた状況では、Rcs 系のセ
ンサー分子と考えられている外膜リポ蛋白
質 RcsF が内膜上に留まり、そこで RcsCD キ
ナーゼと物理的に相互作用することにより
キナーゼを活性化していると考えると説明
でき、さらには、Rcs 系を活性化する他の条
件下でも同様のリポ蛋白質の輸送不全を介
してRcs系が活性化しているのではないかと
予想された。 
 
２．研究の目的 
 これまで不明であった外膜リポ蛋白質
RcsFが内膜上のRcsCDキナーゼを活性化する
分子メカニズムが、外膜リポ蛋白質の輸送阻
害現象により説明できるかどうかを検証す
ること、すなわち 
（１）「RcsF 蛋白質は外膜リポ蛋白質の輸送
状況をモニターするセンサーであり、内膜上
に滞留することにより Rcs 系を活性化する」 
（２）「リポ蛋白質輸送不全が起こることが、
Rcs リン酸リレー系の活性化の一般的な原因
となっている」 
という仮説の当否を生化学的•遺伝学的に検
証することを目的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）Rcs リン酸リレー系活性化の定量は、
lolA-lacZ 融合遺伝子の発現をベータガラク
トシダーゼ活性を測定することにより行っ
た。 
（２）部位特異的変異導入により細胞内局在
の変化した RcsF 蛋白質を作成・発現させる
ことにより、RcsF 蛋白質局在部位の違いによ
る Rcs 系活性化への影響を調べた。 
 また、蛋白質表面に露出している電荷をも
つアミノ酸を、逆の電荷をもつアミノ酸、及
び、アラニンに変化させた変異体シリーズを
作成しRcsリン酸リレー系の活性化の程度を
調べることにより、そのアミノ酸のシグナル
伝達に於ける役割について検討した。 
（３）PCR 反応の誤塩基挿入を利用して、rcsF
遺伝子のランダムな位置に突然変異を導入
したライブラリーを作成した。この中から、
Rcs リン酸リレー系の活性化に欠損をもつ変
異体をインディケータプレート上でスクリ
ーニングした。野生型に比べて RcsF 蛋白質
発現の程度が低下したクローンは解析から
除いた上で、塩基配列を決定し変異の場所を
同定した。 
（４）大腸菌細胞内では、特殊なサプレッサ
ーtRNA を利用することにより、ある蛋白質の
特定の部位へ光架橋性非天然アミノ酸ベン
ゾイルフェニルアラニン(BPA)を導入するこ
とができる。そこへ紫外線照射することによ
り、近傍の蛋白質とその目的蛋白質との間で
架橋形成することができる。この手法を用い
て、Rcs 系活性化時に内膜上に留まった RcsF
と相互作用する因子、及び、相互作用する部



位について検討した。 
（５）RcsF 蛋白質と光架橋により複合体を形
成した蛋白質は、C−末端に付加した 6xHis タ
グを用いて部分精製後、SDS-PAGE により単一
バンドとして切出し、質量分析による解析を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）LolA または LolB 蛋白質を欠乏させ、
リポ蛋白質の輸送が起こらない条件下では
Rcs リン酸リレー系が強く活性化された。こ
のことから、ドミナントネガティブ型 LolA
変異体で見られたRcsリン酸リレー系の活性
化は、ある特別な性質の LolA 変異体
（I93C/F140C 変異）によるものではなく、外
膜リポタンパク質輸送阻害に直接関連した
現象であると考えられた。 
（２）細胞内局在部位を決定するリポボック
ス配列を改変したRcsFタンパク質を作製し、
Rcs リン酸リレー系の活性化への影響を調べ
た。その結果、ペリプラズムに遊離したもの、
内膜に脂質でアンカーしたもの、シグナルペ
プチドが切断されず内膜にアンカーしたも
の、いずれの場合でも、Rcs 系の活性化が観
察された。このことから内膜上に滞留した
RcsF 蛋白質がシグナル伝達の下流に位置す
るRcsCDキナーゼの活性化を行うことが示唆 
された。 
（３）実際に、内膜に脂質を介して結合して
いる RcsF タンパク質が RcsCD キナーゼ等と
物理的に相互作用するかどうかを in vivo で
の光架橋実験で検証するために、光反応性ア
ミノ酸ベンゾイルフェニルアラニンを RcsF
タンパク質の特定の部位に導入するための
rcsF 変異体 シリーズを作成し、光架橋実験
を行った。その結果、RcsF タンパク質のリン
カー部分（C 末端側の球状ドメインと膜アン
カーとの間のフレキシブルな領域）、及び、
Ｃ末端の球状ドメインの一部分と特異的に
相互作用するタンパク質が検出された。 
 光架橋産物を精製するためのHisタグを付
加した RcsF 蛋白質を作成し、野生型と同様
に機能することを確認した上で、この RcsF
と架橋形成したタンパク質を精製し、質量分
析により解析した。その結果、この複合体を
形成する相手側タンパク質は、外膜ポリンの
一つである OmpA タンパク質であることが明
らかとなった。ompA 遺伝子欠損株を作成し、
Rcs リン酸リレー系活性化への効果を調べた
ところ、多少の影響はあるものの、Rcs リン
酸リレー系の活性化は概ね正常に近いレベ
ルで起こることがわかった。Rcs 系制御にお
ける OmpA と RcsF 相互作用の役割は今後の検
討課題である。 
 なお、Rcs 系の内膜に存在するセンサーキ
ナーゼである RcsC 蛋白質、及び、RcsD 蛋白
質と、RcsF 蛋白質との架橋産物はこれ迄のと
ころ観察できていない。このことは RcsF が
RcsC 又は RcsD キナーゼと直接相互作用する
ことにより活性化するのではなく、他のメカ

ニズムにより情報伝達が起こっている可能
性を示唆している。 
（４）RcsF タンパク質において、シグナル感
知・伝達において重要な役割をもつ領域を同
定するために、部位特異的およびランダムに
変異導入した RcsF からその機能に欠損を持
つものを同定した。その結果、Rcs 系活性化
に欠陥をもたらす変異は、リポ蛋白質の局在
部位を決定するリポボックスの部分と、Ｃ末
端領域の一部分に集中していた。この C末端
部分の領域は、OmpA と相互作用する部分とは
異なっていることから、他の因子との相互作
用部位である可能性がある。 
（５）シグナル伝達に重要であると考えられ
るC末端領域の部分と特異的に相互作用する
因子を同定することを目的として、この領域
において蛋白質表面に露出しているアミノ
酸を光架橋性アミノ酸に置換するためのア
ンバー変異体の作成を行い、部位特異的光架
橋実験を行った。その結果、いくつかの部位
に光架橋性アミノ酸を導入した場合に、複合
体形成が観察された。これらの複合体形成の
相手側蛋白質は、Rcs リン酸リレー系のシグ
ナル伝達に於いて重要な役割をもつもので
ある可能性がある。 
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