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研究成果の概要（和文）：本研究は予防医学の視点からカーバメイト系農薬が以下の機序で抗がん免疫機能を抑
制することを解明した。その1は1カーバメイト系農薬Thiram、Ziram、Maneb及びCarbarylが
Perforin/Granzyme/Granulysin系への影響を介して抗がん免疫細胞であるNK、CTL及びLAK活性を抑制する。その
2はカーバメイト系農薬が抗がん免疫細胞であるNK細胞とT細胞のアポトーシスを誘導して抗がん免疫機能を抑制
する。さらに化学物質の免疫毒性評価においてNK細胞内Perforin、Granzymes及びGranulysin の測定はNK活性測
定の代替法として有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified that carbamate pesticides inhibit anti-cancer 
immune function by the following mechanism from the viewpoint of preventive medicine. The first 
mechanism is that carbamate pesticides such as thiram, ziram, maneb and carbaryl inhibit the 
anti-cancer immune cells such as NK, CTL and LAK activity through the effect on 
Perforin/Granzyme/Granulysin pathway. The second is that carbamate pesticides induce apoptosis of 
anti-cancer immune cells such as NK cells and T cells to inhibit anti-cancer immune function. It was
 suggested that the measurement of intracellular level of Perforin, Granzymes and Granulysin is 
promising as an alternative method of NK activity measurement in the immunotoxicity evaluation of 
chemicals.

研究分野：免疫毒性
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は予防医学の視点からカーバメイト系農薬が以下の機序で抗がん免疫機能を抑制することを解明した。そ
の1は1カーバメイト系農薬がPerforin/Granzyme/Granulysin系への影響を介して抗がん免疫細胞活性を抑制す
る。その2はカーバメイト系農薬が抗がん免疫細胞のアポトーシスを誘導して抗がん免疫機能を抑制する。これ
によってカーバメイト系農薬による 抗がん免疫機能への影響及びそのメカニズムを解明した。さらにカーバメ
イト系農薬による腫瘍監視機構機能の低下を介する発癌、化学物質過敏症、アレルギー等の免疫関連疾患への影
響の解明にも大きく貢献した。 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

カーバメイト系農薬は、アセチルコリンエステラーゼ阻害による急性中毒を惹起するが、
近年、 毒性の比較的低いカーバメイト系農薬に変わってきたため急性カーバメイト系農薬
中毒は急激に 減少している。一方で、低毒性のカーバメイト系農薬による生体への慢性的
な影響、特に腫瘍監視機構の機能低下による発癌、化学物質過敏症、アレルギー等の免疫
関連疾患のリスク増大が懸 念されている。またカーバメイト系農薬は環境ホルモン（外因
性内分泌撹乱物質）としても良く知られている。化学物質過敏症、アレルギー等の免疫関
連疾患などには、カーバメイト系農薬の関与が示唆されているが、カーバメイト系農薬の
免疫系に対する影響の機序 は明らかになっていない。従って、カーバメイト系農薬の免疫
系に対する影響の機序を明らかにすることは、予防医学・社会医学上極めて重要であると
考えられる。NK (natural killer)、LAK (lymphokine-activated killer)及び CTL (cytotoxic T 

lymphocyte)細胞は、細胞免疫の主役を担い、腫瘍細胞の発生・増殖・転移を抑制する免疫 

学的監視機能、感染症の防止、免疫機能の制御において重要な役割を果たす。これらの細
胞は、主に二つの機序 で標的細胞（がん細胞等）を傷害する。その 1は、これらの細胞内
顆粒中に存在する抗がんタンパク質 Perforin、Granzyme 及び Granulysin の放出による標的
細胞の細胞死であり、これは Perforin/Granzyme/Granulysin pathwayという。その 2は、Fas 

ligand (FasL)/Fas pathwayを介した標的細胞の傷害で（Li and Kawada, 2006; Li, 2007）。申請
者らは平成 12～21 年度の科研費で有機リン農薬が  NK、LAK 及び CTL 細胞内の 

Granzyme（セリンプロテアーゼ）の酵素活性を阻害し、Perforin/ Granzyme/Granulysin pathway 

への影響を介して NK、LAK及び CTL 活性を抑制することを明らかにした（Li et al. 2000, 

2002, 2005, 2006, 2007, 2008）。有機リン農薬と同様にカーバメイト系農薬もセリンプロテア
ーゼであるアセチルコリンエステラーゼ  を阻害することからカーバメイト系農薬も 

Granzymeの酵素活性を阻害し、Perforin/Granzyme/Granulysin pathwayへの影響を介して NK、 
LAK及び CTL 活性を抑制することが十分に推測される。そこで、我々は 22-25 年度の科
研費でまずカーバメイト系農薬 Ziramによる NK、LAK及び CTL活性への影響に着目して
検討した結果、 Ziram が極めて低濃度で Perforin/Granzyme/Granulysin pathway を介して
NK、 LAK及びCTL活性を顕著に抑制することを明らかにした (Li et al. Arch Toxicol. 2011, 

2012, 2012、Li et al. Int J Immunopathol Pharmacol. 2012)。 

これまでカーバメイト系農薬による NK 活性への影響において申請者らの研究を含め
ていくつ かの報告があるが、Fas ligand/Fas 系への影響およびアポトーシスという視点か
らカーバメイト系農薬による NK、CTL 及び LAK 活性抑制の機序を検討する研究は皆無
である。また申請者らのこれまでの研究では、Ziram による NK、LAK 及び CTL 活性抑
制を明らかにしたが、しかし Ziram による NK、LAK 及び CTL 活性の抑制は Ziram そ
のもの特有な毒性であるか、 それともカーバメイト系農薬の共通の毒性であるか、につい
て不明であり、さらに追及する必要があると考えられる。この背景の下で、本研究で我々
は、Ziram 以外のカーバメイト系農薬を用い てその免疫毒性を検討し、カーバメイト系農
薬による免疫機能、特に抗癌免疫機能への影響の全容を解明することを目的とした。 

 

２．研究の目的 

カーバメイト系農薬が化学物質過敏症、アレルギー等の免疫関連疾患などに関与してい
ることか ら、カーバメイト系農薬の免疫系に対する影響の機序を明らかにすることは、予
防医学・社会医 学上極めて重要である。平成 22－25 年度の研究では、カーバメイト系農
薬 Ziram が免疫系の主役 である NK (natural killer)、LAK (lymphokine-activated killer)及び 

CTL (cytotoxic T lymphocyte)細胞活 性を抑制することを明らかにした。本研究では、カー
バメイト系農薬による NK、LAK 及び CTL 細胞活性抑制の機序を追求するうえ、さらに 

Ziram 以外のカーバメイト系農薬も同様な免疫毒性 を発現するかどうか、についても検討
し、カーバメイト系農薬による免疫機能、特に抗癌免疫機能への影響の全容を解明するこ
とを目的とした。。 

 

３．研究の方法 

本研究で 1 年目にカーバメイト系農薬 Thiram（殺菌剤）, Maneb（殺菌剤）及び Carbaryl

（殺虫剤）による NK、CTL 及び LAK 活性への影響を検討し、2年目と 3年目には Thiram

（殺菌剤）, Maneb（殺 菌剤）及び Carbaryl（殺虫剤）による NK、CTL 及び LAK 活性
への影響の機序を解明するという視点 からそれぞれ Thiram, Maneb 及び Carbaryl によ
る NK、CTL 及び LAK 細胞の Perforin/Granzyme/ Granulysin 系（抗がんタンパク質）へ
の影響及び Fas ligand/Fas 系への影響を検討し、4 年目と 5 年目に Thiram, Maneb 及び 

Carbaryl による NK、CTL 及び LAK のアポトーシスを検討して、カーバメイト系農薬に
よ る NK、CTL 及び LAK 活性への影響の機序を解明し、論文を作成した。 NK 細胞は
人 NK 細胞株である NK-92CI 細胞を用い、CTL 細胞はマウスの脾細胞を YAC-1 細胞で
感作して作成し、LAK 細胞は人末梢血リンパ球を IL-2 存在下で培養して得た。 

 

平成 26年度 Thiram, Maneb 及び Carbaryl による NK、CTL 及び LAK 活性への影響を
検討した。  



1. これまでの研究では人 NK 細胞株 NK-92CI 細胞が典型的 NK 細胞の機能を有するこ
とを実 証したので (Li et al. 2005, 2006, 2008, 2012)、本研究では NK 細胞として NK-92CI 

細胞を用いた。  

2. CTL 細胞はマウスの脾細胞を YAC-1 細胞で感作して作成した (Li et al. 2000, 2002, 

2004, 2012)。  

3. LAK 細胞は人末梢血リンパ球を IL-2 存在下で培養して得た (Li et al. 2002, 2012)。  

4. In vitro において Thiram, Maneb および Carbaryl でそれぞれ NK、 CTL 及び LAK 細
胞を処理し、 Thiram, Maneb 及び Carbaryl による NK、CTL 及び LAK 活性への影響を
検討した。  

5. NK、CTL 及び LAK 活性測定は K562 細胞または YAC-1 細胞を標的細胞とし、 51Cr 

放出率の 算定による細胞傷害法を用いた(Li et al. 1998, 2000ab, 2002, 2004ab, 2006, 2007, 

2008, 2012)。  

  

平成 27 年度カーバメイト系農薬による Perforin/Granzyme/Granulysin 系への影響という
視点から Thiram, Maneb 及び Carbaryl による NK 及び LAK 活性への影響の機序を検
討し、明らかにした。  

1. Thiram, Maneb 及び Carbaryl による Granzyme A, B 酵素活性への影響に関する検討 

Granzyme A, B は市販されている測定キットを用いて実施した (Li et al. 2002) 。  

2. Thiram, Maneb及びCarbarylによるPerforin/Granzyme/Granulysinの発現レベルへの影響に
関する 検討 NK 細胞は NK-92CI 細胞を用い、 LAK 細胞は人末梢血リンパ球を IL-2 存
在下で培養して得た。 まず、in vitro において Thiram, Maneb および Carbarylでそれぞれ 

NK 及び LAK 細胞を処理し、それから Flow cytometry 法を用いてマウス抗ヒト Perforin 

抗体、マウス抗ヒト Granzyme A/B 抗体、ウサギ抗ヒト granulysin 抗体による蛍光免疫染
色法で NK と LAK 細胞内の Perforin/Granzyme/Granulysin の発現レベルを測定し(Li et al. 

Toxicology, 2005, 2006, 2008, 2012) 、 Thiram, Maneb 及 び Carbaryl に よ る 

Perforin/Granzyme/Granulysin の発現レベルへの影響を明らかにした。  

  

平成 28 年度 前述のように NK、CTL 及び LAK 細胞が Perforin/Granzyme/Granulysin 

pathway 及び Fas ligand/Fas pathway の両方を介してがん細胞を傷害することから、3 年目
に Thiram, Maneb 及び Carbaryl による NK、CTL 及び LAK 細胞の Fas ligand/Fas 系へ
の影響を検討した。 Concanamycin A は Perforin/Granzyme/Granulysin 系の抑制因子として 

NK、CTL 及び LAK 細胞の Perforin/Granzyme/Granulysin 系を選択的に阻害する。(Kataoka 

et al. Concanamycin A, a powerful tool for characterization and estimation of contribution of 

perforin- and Fas-based lytic pathways in cell-mediated cytotoxicity. J Immunol. 

1996;156:3678-86.) Concanamycin A で  NK、CTL 及び  LAK 細胞を処理すれば、
Perforin/Granzyme/Granulysin 系が遮 断され、Fas ligand/Fas 系しか機能しなくなる。そこ
で、本研究では Concanamycin A で処理した NK-92CI細胞及び LAK細胞を用いてカーバ
メイト系農薬によるこれらの細胞活性への影響を検討して、カーバメイト系農薬による 

Fas ligand/Fas 系への影響を解明した (Li et al. Toxicology, 2004)。 

  

平成 29と 30年度はカーバメイト系農薬による NK、CTL 及び LAK 活性抑制の新機序：
カーバメイト系農薬による NK、CTL 及び LAK 細胞のアポトーシスについて検討した。  

我々のこれまでの研究では有機リン農薬が NK と T 細胞のアポトーシスを介して NK 

及び CTL 活性を抑制することを明らかにした(Li et al. Toxicology 2007, 2009）。この視点か
ら我々は、カーバメイト系農薬も NKと T細胞のアポトーシスを誘発し、NK及び CTL活
性への抑制に寄与するという仮説を立て、カーバメイト系農薬による NK、LAK 及び T 

細胞のアポトーシスを検討する。 

NK 細胞は NK-92CI 細胞を使用し、T 細胞は Jurkat T 細胞株を使用し、LAK 細胞は末
梢血リン パ球を IL-2 で培養して得る。アポトーシスの測定は、以下の方法を用いる
（Nakadai, Li and Kawada, 2006; Li et al. 2007, 2009 Toxicology） 。  

  

1） 膜の変化：アネキシン V 染色性は、細胞膜の変化を測定し、アポトーシスの早期変
化であり、 DNA 断片化や核凝縮、膜透過性の変化に先行し、アポトーシス検出手段とし
て汎用されてい る。本研究は FITC-Annexin V を用いてカーバメイト系農薬による早期ア
ポトーシス細胞を検出した。  

2） ミトコンドリア膜電位差への影響：アポトーシスでは細胞のミトコンドリア膜電位差
に変化 が起こるため、MitoLight Apoptosis Detection Kit を用いて検討した。  

3） ミトコンドリアから Cytochrome-C の放出：アポトーシスではミトコンドリアから 
Cytochrome-C が放出されるため、FITC-cytochrome-C 抗体を用いて Cytochrome-C の放出
を測 定した。  

4） 活性化 Caspase-3の測定：アポトーシスの最終ステップは細胞内 Caspase-3の活性化に
よるたん ぱく質分解と DNA 断片化である。従って活性化 Caspase-3 の存在がアポトーシ
スの決定的証拠 である。本研究では FITC 標識抗活性化 Caspase-3 モノクローナル抗体を



用いて FACS (Flow Cytometry)法でカーバメイト系農薬による細胞内活性化 Caspase-3への
影響を測定する。さら に活性化 Caspase-3 の特異的阻害剤 Z-DEVD-FMK を用いて活性化
Caspase-3の関与を証明した。 

  

４．研究成果 

本研究は以下の研究成果を収め、予防医学の視点からカーバメイト系農薬による抗がん免
疫機能抑制の機序を解明した。 

1. Thiram, Ziram, Maneb 及び Carbarylは用量・処理時間に依存して NK活性を抑制するこ

とが明らかとなった。各農薬の強さの順位はThiram≒Ziram＞Maneb＞Carbarylである。 

2. Thiram、 Ziram、Maneb 及び Carbaryl は用量・処理時間に依存して NK-92CI 細胞内

Perforin、Granzymes A-B-3/K,及び Granulysin のレベルを低下させることが明らかとな

った。各農薬の強さの順位は Thiram＞Ziram＞Maneb＞Carbarylである。 

3. 農薬に対して各抗癌タンパク質の反応性が異なり、Perforin は最も抑制されやすく、

その抑制順位は perforin > GRN > Gr3/K ≒GrA ≒ GrB である。 

4. カーバメイト系農薬による NK 活性の抑制機序はカーバメイト系農薬による NK 細胞

内 Perforin、Granzymes A-B-3/K,及び Granulysin の減少と関連すると考えられる。 

5. カーバメイト系農薬が用量・処理時間に依存して NK-92CI/MI、Jurkat T、U937 細胞死

を誘導することが明らかとなった。各農薬の強さの順位は Thiram＞Ziram＞Maneb＞

Carbarylである。 

6. この細胞死は細胞内のCaspase活性化及びmitochondria pathwayを介して誘導したこと

が判明した。 

7. 本研究は予防医学の視点からカーバメイト系農薬が以下の機序で抗がん免疫機能を抑
制することを解明した。 

8. その 1 はカーバメイト系農薬 Thiram 、 Ziram 、 Maneb 及び Carbaryl が

Perforin/Granzyme/Granulysin 系への影響を介して抗がん免疫細胞である NK、CTL 及

び LAK活性を抑制する。 

9. その 2はカーバメイト系農薬が抗がん免疫細胞である NK細胞と T細胞のアポトーシ

スを誘導して抗がん免疫機能を抑制する。 

10. 化学物質の免疫毒性評価において NK 細胞内 Perforin、Granzymes A-B-3/K 及び

Granulysin の測定は NK活性測定の代替法として有望であることが示唆された。 
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