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研究成果の概要（和文）：CARD9欠損症は、CARD9遺伝子の機能喪失型変異により発症し重篤な真菌感染症を呈す
る疾患である。我々は、国内初と考えられる本症患者および新規変異を同定した。新規変異の病的意義を評価す
ることが必須であり、本研究を行なった。患者および無症状である同胞の単球において、真菌刺激における
IL-6, IL-8, TNFの産生の低下を示した。in vitroの評価系として、HEK293細胞による強制発現実験を施行した
が、真菌刺激後のIL-8産生やNF-KB活性には有用な結果が得られなかった。無症状者においても、真菌刺激によ
るサイトカイン産生が低下しており、真菌感染のリスクがあることを示した。

研究成果の概要（英文）：CARD9 deficiency is a disease caused by loss-of-function mutations in the 
CARD9 gene that results in severe fungal infections. Genetic testing is the mainstay for diagnosis 
of this disease, and novel mutations must be evaluated for pathological significance. We identified 
the first patient in Japan with this disease and a novel mutation. The pathological significance of 
the novel mutations was evaluated in this study. We showed that the production of IL-6, IL-8, and 
TNF upon fungal stimulation was decreased in monocytes from patients and asymptomatic patients with 
compound heterozygous mutations. On the other hand, we introduced the mutation into HEK293 cells and
 evaluated IL-8 production and NF-KB activity after fungal stimulation, but did not obtain useful 
results. Even in asymptomatic patients, a decrease in cytokine production such as IL-6, IL-8, and 
TNF can be considered a risk factor for fungal infection.

研究分野：免疫
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本疾患は重篤な真菌感染症を合併する可能性があり、本症を疑われれば迅速かつ正確な診断が必要である。ま
た、本疾患の責任遺伝子であるCARD7遺伝子に病的変異を複合ヘテロ接合性に有していても、無症状患者が存在
することもある。本研究では、新規CARD7変異を同定しその病的意義の評価を行なった。無症状患者において
も、真菌刺激に対するI L-6 , I L-8 ,TNFの産生低下が認められ真菌感染症のリスクを保因していることを示し
た。一方でin vitroでの実験系は確立できなかったが、新規変異が同定された場合には、真菌刺激に対するサイ
トカイン産生を評価することで発症リスクが判断可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
CARD9 ⽋損症は、CARD9 遺伝⼦の機能喪失型変異により発症する常染⾊体劣性遺伝形

式の原発性免疫不全症である。CARD9 は、真菌の構成成分を認識する受容体である Dectin-
1、Dectin-2、Mincle の下流で働く分⼦であり、NF-kB 活性化の誘導に重要な役割を果たす
（図 1）。そのため本症患者は、真菌に対する認識機構の障害を分⼦背景として侵襲性真菌
感染症を発症する。我々は、Exophiala dermatitidis（⿊⾊真菌）による侵襲性真菌感染を⽰
した患者を経験し、その診断⼿法に⽤いた遺伝学的解析において、CARD9 変異【K196E (新
規変異) / R373P (既知変異)】を同定した。本変異
が CARD9 ⽋損症の病的変異と判断されれば、本
邦初の CARD9 ⽋損症例となるため、新規変異が
持つ病的意義の検証が早急に必要であった。
CARD9 ⽋損症においては、カンジダまたは⿊⾊真
菌の構成成分との共培養で誘導される TNF-α, 
IL-6, IL-8 の産⽣が、患者由来末で低下することが
知られている。我々の同定した、患者細胞では
CARD9 の mRNA、タンパク発現は正常に認めて
おり、単球における『真菌の構成成分に対する認識
機構の障害』を⽰すことが病的意義の検証に必要
と考えた。現時点では、これらの機能評価を検証す
る in vitro の実験系はなく、確実な評価系が必須で
あった。 
 

[図 1] CARD9 蛋⽩は、真菌の構成成分を認識する受
容体である Dectin-1、Dectin-2、Mincle の下流で
働く分⼦ BCL10、MALT1 と複合体を形成し、NF-kB
転写活性を獲得する機能を有する 
 
２．研究の目的 
本症の臨床像は、初発時期は小児期から成人期までと幅広く、浸透率はほぼ 100％である。
症状としては、髄膜炎や脳腫瘍などの中枢神経感染症や、腸炎、多発性骨髄炎、眼炎などの
侵襲性真菌感染症を呈する他、慢性皮膚粘膜カンジダ感染  (chronic mucocutaneous 
candidiasis: CMC) などの表在性真菌感染症も合併する。これら多彩な症状が出現すること
や、中には重篤な真菌感染症を合併する可能性があることから、本症を疑われれば、迅速か
つ適切な診断が必要である。 
本症の臨床検査所見では、特異的な指標はなく、診断には遺伝学的検査が施行される。現
在、他の疾患においても遺伝学的検査が行われる状況が多いが、中でも病的意義不明の変異
が同定されることが問題となっている。本症においても、既知の CARD9 遺伝子変異が同定
された場合、遺伝子検査の解釈は容易だが、新規変異の場合は、その病的意義の検証が必要
となる。現時点では、CARD9 遺伝子変異の病的意義を正確に評価できる in vitro 評価系
は確立されていなく、確実な解析系が必要であった。本研究では、in vitro の実験系を確立
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. CARD9 遺伝子変異が同定された患者および、同様の変異を持つ無症状の同胞で末梢血単
球を分離。末梢血単球に真菌刺激を行い、真菌刺激に対する下流の各種サイトカインを測定
する。 
2. HEK293T 細胞を用い、CARD9, DECTIN-1, SYK, BCL10 を遺伝子導入する。本細胞を
真菌刺激したのち、Taqman PCR を用いて IL-8 発現を検討する。 
3. THP-1 細胞細胞を用い、CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用いて CARD9 遺伝子をノ
ックアウトした THP-1 細胞を作成する。作成した CARD9-null THP-1 細胞に、野生型な
いし変異型 CARD9 を一過性強制発現させ、HEK293T 細胞を用いた実験と同様に、真菌刺
激に対する遺伝子群の誘導を定量 PCR で測定する。CARD9-null THP-1 細胞を用いた NF-
kBレポーターアッセイも実施する。 
 
４．研究成果 
1. 健常コントロール、患者(K196E/R373P)、患者同胞（無症状）、母（WT/K196E）の
CD14+Monocytを用い、LPS, 真菌刺激 (E. dermatitidis, C. albicans, C. glabrata）を
施行。IL-6, IL-8, TNFの産生を検討したところ、患者および無症状同胞では真菌刺激に対



 

 

して IL-6 産生低下を認めたことから、無症状同胞においても真菌刺激に対するサイトカイ
ン産生が低下していることが示唆された。 

 
 
（図 2）患者細胞、および同胞無症の CD14+Monocyt は LPS 刺激に対して IL-6 産⽣低下は認
めなかった。⼀⽅、真菌刺激に対して IL-6 産⽣低下を認めた。ヘテロ接合性の⺟では真菌刺激
に対する IL-6 産⽣を認めた。 
  
 
 
2.  1)  CARD9 変異(K196E, R373P)をそれぞれ HET293T 細胞に導⼊し、Western blotting
にて CARD9 変異変異タンパクを検討した。K196E, R373P ともに, CARD9 蛋⽩発現は WT
と同等の発現で会った。 

2) CARD9 変異(K196E,)に加えて DECTIN-1, SYK, BCL10を HET293T 細胞に遺伝⼦導
⼊を⾏なった。真菌刺激後、Taqman PCR にて IL-8 発現を検討した。結果 IL-8 産⽣低下は
⽬的とする K196E 変異には認めなかった(図 3)。次に HEK293T 細胞を⽤い、前述同様に
CARD9 変異(K196E, R373P)に加えて DECTIN-1, SYK, BCL10を HET293T 細胞に遺伝⼦
導⼊を⾏ない、真菌刺激、または Zymosan刺激を⾏なった。両者の刺激において IL-8 産⽣
の低下はみられなかった(図 4)。 

 
 

（図 3）機能損失型変異である R70W と⽐較し、K196E の IL-8 産⽣の低下は認めなかった。 
（図４）E.derm 刺激、Zymosan 刺激にて K196E 変異、R373P 変異における、IL-8 産⽣の低下
は認めなかった。 
 
次に Luciferase aassayにて NF-kB転写活性を検討した。その結果においても、K196E 変

異と R373P 変異に転写活性の低下は認めなかった(図 5)。 
 



 

 

図 5）機能損失型変異である R70W と⽐
較し、K196E, R373P における NF-kB の
低下は⾒られなかった。 
 

 
次に HET293 細胞に SYK を除いて、

BCL10, DECTIN の２つの component
を導⼊し真菌刺激後、Taqman PCR に
て IL-8 発現を検討した。この結果 
R373P 変異の IL-8 の低下は認めたが、
K196E 変異の IL-８産⽣の低下は認め
なかった(図 6)。 

 
（図 6）Component を BCL10, Dection の
2 つとし IL-8 産⽣を評価したが、K196E, 
R373P 変異における低下は認めなかっ
た。 
 

 
 
 
 
 
 

 
本実験にて使⽤した、HEK293T 細胞は遺伝⼦導⼊が容易である利点があり、かつ内在性

の CARD9 を持たない。しかしながら、CARD9 のシグナル伝達に必要な他の分⼦群
（DECTIN-1, SYK, BCL10）も発現していないので、それらの分⼦群の共導⼊が必要とな
る。本研究において正確な評価系が得られなかった原因として、共導⼊する分⼦が多く、
CARD9 の純粋な活性を評価できなかったと考えた。 

CARD9シグナル伝達に必要な全てのコンポーネントを持つ単球系細胞である THP-1 細
胞を⽤いた評価系を確⽴することを考案した。CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用いて
CARD9 遺伝子をノックアウトした THP-1 細胞を作成、CARD9-null THP-1 細胞に、野生
型ないし変異型 CARD9 を一過性強制発現させ、HEK293T 細胞を用いた実験と同様に、真
菌刺激に対する遺伝子群の誘導を定量 PCR で測定することを試みた。しかしながら、
HEK293T 細胞と⽐較して遺伝⼦導⼊効率が低く、有効なデータが得られなかった。 

本研究において、CARD9 遺伝⼦変異をもつ無症状の同胞で末梢⾎単球を真菌刺激するこ
とでサイトカイン産⽣(IL-6,TNF-α )の低下を認めた。in vitro における機能解析により、
病的意義を実証することは現段階で困難であるが、患者細胞の真菌刺激によるサイトカイ
ン産⽣を評価することで、無症状者の真菌感染のリスク評価が可能となることが明らかと
なり、本研究は有⽤であると考えられる。In vitro での評価系を確⽴するために、さらに検
討が必要であると考えている。 
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