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研究成果の概要（和文）：最近、円口類において、免疫グロブリンに匹敵する特異性をもった可

変性リンパ球レセプター（VLR）が発見された。従来、VLR には A、B の 2 種が知られていた

が、我々は第３の VLR を同定し、それを VLRC と命名した。本研究により、VLRC は VLRB

のように抗体として分泌されるのではなく、VLRA のように膜結合型受容体として機能する可

能性が高いことが示された。したがって、VLR の中では、VLRB が免疫グロブリンの代替試薬

として最も有望である可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Recently, cyclostomes were found to possess variable lymphocyte 

receptors (VLR) with specificity comparable to that of immunoglobulins (Ig). Until recently, 

only two types of VLR, VLRA and VLRB, had been identified. We identified a third VLR 

and named it VLRC. Our present work showed that, unlike VLRB but similar to VLRA, 

VLRC does not have a secretory form. Thus, among the three VLRs, VLRB appears most 

suitable for use as substitutes for Ig.  
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１．研究開始当初の背景 

Max Cooper らは、ヤツメウナギにおいて、
遺伝子再構成により膨大な多様性を生み出
す抗原レセプターを発見し、可変性リンパ球
レセプター variable lymphocyte receptor 

(VLR) と命名した（Nature 430: 174, 2004）。
免疫グロブリンが V, (D), J セグメントを組
み合わせることによって多様性を創出する
のとは異なり、VLR は leucine-rich repeat

（LRR）をモジュールとして組み換えること
により、1014を超える多様性を生み出す。注
目すべきことに、VLR は室温で 1 ヶ月放置さ
れても抗原結合活性を失わず、酸処理
（pH<1.5）によっても抗原から開離しない等、

安定性、結合親和性の点で免疫グロブリンよ
り優れている（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

105: 2040, 2008）。また、VLR は反復エピト
ープの認識に優れており、免疫グロブリンに
よっては認識されがたい糖鎖抗原を効率的
に認識する可能性が示唆されている（Nat. 

Immunol. 9: 319, 2008）。 

 

２．研究の目的 

免疫グロブリンはアミノ酸一残基の違いを
も識別できる卓越した抗原認識分子であり、
免疫染色をはじめとして病理学領域におい
て広く利用されている。本研究では、我々に
よって同定された新たな VLR である VLRC
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について解析を進めるとともに、VLR を免疫
グロブリンに代わる抗体として病理学領域
で利用する可能性を探った。 

 

３．研究の方法 

 (1) モノクロナル抗体の作製：組み換えに
よって配列の変化しない定常領域をもとに
大腸菌に産生させた VLRA 及び VLRB リコ
ンビナントタンパク質を抗原とし、BALB/c

マウスの足蹠にアジュバントとともに注射
した。数回の追加免疫のあと、リンパ球を回
収し、マウスミエローマ細胞株 Ag.8 と融合
させ、HAT 選択培地で培養し、ハイブリドー
マを得た。 

 

(2) Single-cell PCR：樹立した抗 VLR 抗体と
磁性ビーズ並びにセルソーターを用いて、
VLRA 陽性細胞、VLRB 陽性細胞、共陰性細
胞の 3 群に分別した。これら 3 群における各
VLR 遺伝子座の組み換えを単一細胞からの
ゲノミック PCR により解析した。 

 
４．研究成果 
 (1) 我々は、公開されているヤツメウナギ
の遺伝子データベースを探索することによ
り、既知の VLRA, VLRB のいずれとも異なる
第 3 の VLR を発見し、VLRC と命名した 

(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107: 14304, 2010)。
分子系統解析の結果、VLRC の予想アミノ酸
配列は VLRB よりも VLRA に近く、VLRA, 

VLRB と同様、その可変領域には高度な多様
性が認められることが判明した。興味深いこ
とに、VLRA や VLRB において抗原認識に重
要な役割を果たす LRRCT 部の突出構造が，
VLRC には存在しないことが判明した。また、
VLRC では、この突出を含む LRRCT ドメイ
ンの多様性がわずか 2 パターンしかないこと
も明らかとなった。これらの知見は VLRC に
よる抗原認識機構が他の VLR と異なってい
る可能性を示唆する。 

 

(2) 抗 VLR 特異モノクロナル抗体を用い、
VLR 発現細胞を、VLRA 陽性細胞、VLRB 陽
性細胞、VLRA/VLRB 共陰性細胞に分離し、
単一細胞からのゲノミック PCR を行ったと
ころ、VLRC は VLRA/VLRB 共陰性細胞での
み、組み換えを起こしていることが判明した
（図 1）。この結果は、ヤツメウナギに VLRC

を発現する第 3 のリンパ球集団が存在するこ
とを示唆する。 

 

(3) 培養細胞株に各 VLR を強制発現させた
ところ、VLRB が培養上清中から検出される
のに対し、VLRA, VLRC は検出されなかった。
また、特異抗体を用い、ヤツメウナギ血清を
ウェスタンブロットで解析したが、血清中か
ら VLRC は検出されなかった。したがって、

VLRC は VLRA と同様に、非分泌型分子であ
ると考えられた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．各種 VLR のリンパ球における発現。
ヤツメウナギリンパ球を VLRA 陽性細胞、
VLRB 陽性細胞、VLRA/VLRB 共陰性細胞に
分けて、単一細胞からのゲノミック PCR を行
ったところ、VLRC は VLRA/VLRB 共陰性細
胞でのみ組み換えが起きていることが示さ
れた。*は組み換えを起こしたバンドを指す。 

 

以上の結果を総合的に勘案すると、VLR の中
では、抗体として分泌される VLRB が免疫グ
ロブリンの代替試薬として最も有望である
可能性が示唆された。VLRB 分子の抗体とし
ての有用性について検討を進めている。 
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