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研究成果の概要（和文）： 

これまで申請者らは、有機リン農薬が Granule exocytosis pathway 及び Fas ligand/Fas 

pathwayの両方を障害することによって NK, CTL及び LAK活性を抑制することを明らかにした。

しかし、これだけでは有機リン農薬による NK 活性低下の機序を十分に説明しきれず、他の機序

も関与していることが示唆されている。そこで、我々は有機リン農薬による免疫細胞のアポト

ーシスに着目し、有機リン農薬によるＮＫとＴ細胞のアポトーシス及びその機序を検討した。

また有機リン農薬が生体内で代謝されるので、生体内（In vivo）においても有機リン農薬が免

疫担当細胞のアポトーシスを誘導するかどうか、も検討した。アポトーシスの測定は、

FITC-Annexin V を用いて有機リン農薬による NK とＴ細胞の早期アポトーシスを測定した。ま

た DNA ladder 及び細胞内活性化 Caspase-3も測定した。 

その結果、DDVPまたはChlorpyrifosはいずれも用量依存的・処理時間依存的にNK92CI、NK92MI

及びＴ細胞のアポトーシスを誘導することが明らかとなった。 25ppm 以上の濃度では

Chlorpyrifos が DDVP より早く NK92CI のアポトーシスを誘導するが、一方で、12.5～1.56ppm

の低濃度域においては DDVP が Chlorpyrifos より強くアポトーシスを誘導することが明らかと

なった。その違いは不明であるが、それぞれの毒性及び水溶性の違いと関連があるかもしれな

い。DDVP と Chlorpyrifos に対する反応性において NK92CI は NK92MI より感受性が高いことが

判明した。これは DDVP による NK92CI 活性抑制が DDVP による NK92MI 活性抑制より強いことと

関連があると示唆された。 

また Chlorpyrifosまたは DDVPは用量・処理時間依存的にＮＫと T細胞内の活性化 Caspase-3

のレベルを上昇させることが明らかとなった。さらに Caspase-3阻害剤が有意に Chlorpyrifos

または DDVP によるアポトーシスを抑制できることから、Chlorpyrifos または DDVP によるヒト

ＮＫと T 細胞のアポトーシスは細胞内の Caspase-3活性化を介して誘導したことが判明した。 

In vivo 実験では FNT が量依存的に脾細胞中の CD8 陽性 T 細胞を減尐させ、高投与群の CD8

陽性 T 細胞が対照群より有意に減尐したことが明らかとなった。一方、CD4 と CD3 陽性細胞で

は各群の間に有意差が認められなかった。MNP の高投与群では CD3 と CD8 陽性 T 細胞が共に対

照群より有意に減尐したことが明らかとなった。一方、CD4 陽性細胞において各群の間に有意

差が認められなかった。FNT が量依存的に脾臓重量、体重及び脾臓と体重の比を有意に減尐さ

せ、脾臓重量、体重及び脾臓と体重の比においていずれも FNT 高投与群が対照群より有意に低

いことが明らかとなった。FNT及び MNP は、脾細胞中の B細胞、NK細胞及びマクロファージへ

の影響は認められなかった。電子顕微鏡では FNT 投与群の脾臓にアポトーシス細胞が検出され

た。 
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研究成果の概要（英文）： 

We previously found that organophosphorus pesticides (OPs) significantly inhibited natural killer (NK) 

activity, which is mediated by the following mechanisms: 1) OPs impair the granule exocytosis pathway 

of NK, LAK and CTL cells by inhibiting the activity of granzymes (Li et al., 2002) and by decreasing 

the intracellular level of perforin, granzyme A, and granulysin, which was mediated by inducing 

degranulation of NK cells, and by inhibiting the transcription of mRNAs of perforin, granzyme A, and 

granulysin; 2) OPs impair the FasL/Fas pathway of NK, LAK and CTL cells, as investigated by using 

perforin-knockout mice, in which the granule exocytosis pathway of NK cells does not function and 

only the FasL/Fas pathway remains functional. However, the above two mechanisms cannot completely 

explain the all mechanism of OP-induced inhibition of NK activity and there must be other mechanisms 

involve. This encourages us to speculate that OPs may induce apoptosis in NK and CTL and ultimately 

inhibited cytolytic activity of effectors. 

In order to explore the mechanism of OP pesticide-induced immunotoxicity, we investigated whether OP 

pesticides can induce apoptosis in human natural killer (NK) cells. NK-92CI and NK-92MI cells, which 

are interleukin-2 independent human NK cell lines, express CD56, perforin, granzymes A, B, 3/K, and 

granulysin and are highly cytotoxic to K562 cells in the chromium release assay were treated with 

DDVP or CP in vitro. It was found that DDVP and CP significantly induced apoptosis in NK-92 cells in 

a dose- and time-dependent manner. DDVP also induced an increase in intracellular active caspase-3 in 

NK-92CI cells in a dose- and time-dependent manner, and a caspase-3 inhibitor, Z-DEVD-FMK, 

significantly inhibited DDVP-induced apoptosis, suggesting that this apoptosis is partially mediated by 

the activation of intracellular caspase-3. The pattern of apoptosis induced by CP differed from that 

induced by DDVP. CP showed a faster response than DDVP at higher doses; whereas, DDVP showed a 

slower but stronger apoptosis-inducing ability than CP at lower doses. Moreover, the response to OP 

pesticides differed between NK-92CI and NK-92MI cells, and NK-92CI cells were more sensitive to OP 

pesticides than NK-92MI cells. This is similar to the inhibition of NK activity induced by DDVP, in 

which NK-92CI cells were more easily inhibited by DDVP than NK-92MI cells and strongly suggested 

a relationship between DDVP-induced apoptosis and the inhibition of cytolytic activity in NK cells. 

Taken together, these findings suggest that OP pesticide-induced inhibition of NK activity may be at 

least partially mediated by OP pesticide-induced apoptosis in NK cells.  

To explore the mechanism of OP pesticide-induced inhibition of cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity, 

it was also investigated whether OP pesticides can induce cell death/apoptosis in T cells using Jurkat 

human T cells in vitro. It was found that CP induced the cell death of Jurkat human T cells in a dose- and 

time-dependent manner. CP also induced apoptosis in Jurkat T cells in a dose- and time-dependent 

manner suggesting that CP-induced cell death consisted of apoptosis. CP also induced an increase in 

intracellular active caspase-3 in Jurkat T cells in a dose-and time-dependent manner, and Z-DEVD-FMK 

significantly inhibited CP-induced apoptosis. These findings indicate that CP can induce apoptosis in 

human Jurkat T cell cells, and this effect is partially mediated by the activation of intracellular 

caspase-3. 

To investigate the effect of OP on the splenocytes and the underlying mechanism in vivo, Fenitrothion 

(FNT) and its main metabolite, 3-methyl-4-nitrophenol (MNP) were administered orally to Wistar rats in 

daily doses of 0, 5 and 10 mg/kg, 4-5 days/week for 9 weeks. Splenocytes were harvested from control 

and exposed rats, and the following cell phenotypes were quantified by flow cytometry: (1) B cells, (2) 

T cells, (3) T cell subsets (CD4/CD8), (4) natural killer (NK) cells, and (5) macrophages. Body weight, 

weight of the spleen and histopathological alterations of spleens were also examined. The percentage of 

splenic CD8+ T cells and the ratio of CD8/CD4 in the group receiving 10 mg/kg FNT, and the 

percentages of splenic CD3+ and CD8+ T cells in the group receiving 10 mg/kg MNP were significantly 

decreased compared with those in the controls. FNT exposure also significantly decreased the weight of 

the spleen and body weight. In addition, apoptotic lymphocytes in spleen were observed in 

FNT-exposed rats under transmission electron microscope. However, FNT and MNP exposures did not 

affect splenic NK cells, B cells, and macrophages. The above findings indicate that FNT and MNP may 

selectively affect splenic T cells in rats. 
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：社会医学・衛生学 

キーワード：環境中毒 

 

１．研究開始当初の背景 

有機リン農薬は、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、

毒性の比較的低い有機リン農薬に変わって

きたため急性有機リン中毒は急激に減尐し

ている。一方で、低毒性の有機リン農薬によ

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。化学物質過敏症などには、

有機リン農薬の関与が示唆されているが、有

機リン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、有機リン農

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。 

申請者らは平成 12 年度と 13 年度の科研費

で、有機リン農薬が NK (natural killer)活性、

LAK (lymphokine-activated killer) 活性及び

CTL (cytotoxic T lymphocyte)活性を顕著に抑

制することを明らかにした。NK、LAK 及び

CTL は主に二つのメカニズムで標的細胞を

傷害する。その 1 はこれらの細胞内顆粒中に

存在する Perforin、Granzyme および Granulysin

の放出による標的細胞の傷害であり（Granule 

exocytosis pathway という）、その 2 は Fas 

ligand/Fas pathwayを介した標的細胞の傷害で

ある。平成 15～17 年度の科研費で、申請者

ら は 有 機 リ ン 農 薬 が Granule exocytosis 

pathway 及び Fas ligand/Fas pathway の両方を

障害することによって NK, CTL 及び LAK 活

性を抑制することを明らかにした。しかし、

これだけでは有機リン農薬による NK 活性低

下の機序を十分に説明しきれず、他の機序も

関与していることが示唆されている。そこで、

我々は有機リン農薬による免疫細胞のアポ

トーシスに着目した。Chlorpyrifos 等の有機リ

ン農薬が神経細胞のアポトーシスを誘導す

ることが報告されたが、免疫細胞についての

報告は未だに見当たらない。この背景の下で、

我々は Chlorpyrifos を用いて in vitro でヒト単

球様細胞株 U937 細胞を処理した結果、

Chlorpyrifos が U937 細胞のアポトーシスを誘

導することを発見した。これらの結果は

Toxicology 誌 で 発 表 し た （ Toxicology 

224(3):202-9, 2006）。 

有機リン農薬による NK 活性、LAK 活性及

び CTL 活性への影響において申請者らはこ

れまで４篇の英文論文を発表し、有機リン農

薬が Granule exocytosis pathway 及び Fas 

ligand/Fas pathwayの両方を障害することによ

って NK, CTL 及び LAK 活性を抑制すること

を明らかにした（Li, et al: Toxicology, 146, 

209-220, 2000；  Li, et al: Toxicology, 172, 

181-190, 2002； Li, et al: Toxicology 204, 41-50, 

2004；Li, et al: Toxicology 213, 107-16, 2005）。

有機リン農薬による NK 活性、LAK 活性及び

CTL 活性への影響において国外にもいくつ

かの報告があるが、NK 細胞のアポトーシス

の視点から有機リン農薬による NK 活性低下

のメカニズムを検討することは国内外でも

初めての研究である。また有機リン農薬が神

経細胞のアポトーシスを誘導することが報

告されているが、NK 細胞についての報告は

皆無である。 

 

２．研究の目的 

以上の背景を踏まえて本研究では以下の

ことを目的とした。 

 

１． これまで有機リン農薬（Chlorpyrifos）は、

ヒト単球様細胞株 U937 細胞を誘導する



ことが確認されたが、ヒト NK 細胞のア

ポトーシスも誘導するのか？もし誘導

するならば、有機リン農薬による NK 細

胞のアポトーシスと NK 活性低下との間

に相関があるのか、を検討した。 

２． １年目では、有機リン農薬による NK 細

胞のアポトーシスの機序を明らかにし

た。２年目では、有機リン農薬による

CTL (cytotoxic T lymphocyte)活性抑制の

機序を検討する目的で有機リン農薬に

よる T 細胞のアポトーシスの機序を検

討した。 

３． 有機リン農薬が生体内で代謝されるの

で、生体内（In vivo）においても有機リ

ン農薬が免疫担当細胞のアポトーシス

を誘導するかどうか、も検討した。 

以上のことを明らかにすることによって有

機リン農薬による免疫毒性の新しい機序が

解明された。 

 

３．研究の方法 

平成１９年度 

1. 有機リン農薬： Dimethyl 2,2-dichlorovinyl 

phosphate (DDVP: Dichlorvos)と Chlorpyrifos

を用いた。 

2. ヒト NK 細胞： NK 細胞株 NK92CI と

NK92MI を用いて DDVP 及び Chlorpyrifos に

よるアポトーシスを検討した。 

3. 細胞の処理：1.56～100ppm の DDVP また

は Chlorpyrifos を用いて in vitro で NK92CI ま

たは NK92MI をそれぞれ 1～72時間処理した

後、経時的に以下の方法で DDVP 及び

Chlorpyrifos によるアポトーシスを測定した。 

4. アポトーシスの測定： FITC-Annexin V を

用いて有機リン農薬による NK 細胞の早期ア

ポトーシスを測定した。 

 

平成 20 年度 

1. 有機リン農薬： Chlorpyrifos を用いた。 

2. ヒト T 細胞： Jurkat T 細胞株を用いて

Chlorpyrifos によるアポトーシスを検討した。 

3. 細胞の処理：6.25～100ppm の Chlorpyrifos

を用いて in vitro で Jurkat T 細胞を 2～6 時間

処 理 し た 後 、 経 時 的 に 以 下 の 方 法 で

Chlorpyrifos によるアポトーシスを測定した。 

4. アポトーシスの測定： FITC-Annexin V を

用いて有機リン農薬による NK 細胞の早期ア

ポトーシスを測定した。また DNA ladder 及び

細胞内活性化 Caspase-3 も測定した。 

 

平成 21 年度 

1. 有機リン農薬： Fenitrothion (FNT)を用い

た。また FNT による免疫毒性の機序を解明す

る た め に 、 Ｆ Ｎ Ｔ の 代 謝 物

3-methyl-4-nitrophenol (MNP)も用いた。 

２．動物：Wistar 雄ラット（10 週齢）を、対

照群、FNT 低投与群(5 mg/kg)、FNT 高投与群

（10 mg/kg）、MNP 低投与群 (5 mg/kg)及び

MNP 高投与群 (10 mg/kg)に分ける。なお、

FNT10 mg/kg の投与により代謝生成される

MNP のモル数は、MNP5 mg/kg 投与群にほぼ

等しい。 

3.試薬の投与：FNT と MNP を 2 ヶ月経口投

与してから(週 4-5 日)、最終投与の翌日に以

下の測定を実施する。 

4.測定項目 

１．FNT による脾臓リンパ球構成への影響：

脾細胞を調製し、Flow cytometry 法を用いて

測定した。 

２．ＦＮＴによる脾臓細胞アポトーシスの検

討：光学・電子顕微鏡で形態学的変化を検討

した。 

 

４．研究成果 

平成 19 年度 

１． DDVP 及び Chlorpyrifos はいずれも用量

依存的・処理時間依存的に NK92CI 及び

NK92MI のアポトーシスを誘導すること

が明らかとなった。 

２． 25ppm 以上の濃度では Chlorpyrifos が

DDVP より早く NK92CI のアポトーシス

を誘導するが、一方で、12.5～1.56ppm

の 低 濃 度 域 に お い て は DDVP が

Chlorpyrifos より強くアポトーシスを誘

導することが明らかとなった。その違い

は不明であるが、それぞれの毒性及び水

溶性の違いと関連があるかもしれない。 

３． DDVP と Chlorpyrifos に対する反応性に

おいて NK92CI は NK92MI より感受性が

高いことが判明した。これは DDVP によ

る NK92CI 活性抑制が DDVP による

NK92MI 活性抑制より強いことと関連が

あると示唆された。今後、有機リン農薬

による NK 細胞のアポトーシスとそれに

よる NK 活性抑制との関連性を探究して

いきたい。 

 

平成 20 年度 

１．Chlorpyrifosは用量・処理時間依存的に

Jurkat T細胞のDNA断片化を誘導し、アポトー

シスを誘導することが明らかとなった。 

２．Chlorpyrifos は用量・処理時間依存的に

Jurkat T 細胞内の活性化 Caspase-3 のレベルを

上昇させることが明らかとなった。さらに

Caspase-3 阻害剤が有意に Chlorpyrifos による

アポトーシスを抑制できることから、



Chlorpyrifos によるヒト T 細胞のアポトーシ

スは細胞内の Caspase-3 活性化を介して誘導

したことが判明した。今後、有機リン農薬に

よるT細胞のアポトーシスとそれによるCTL

活性抑制との関連性を探究していきたい。 

 

平成 21 年度 

1. FNT が量依存的に脾細胞中の CD8 陽性 T

細胞を減尐させ、高投与群の CD8 陽性 T

細胞が対照群より有意に減尐したことが

明らかとなった。一方、CD4 と CD3 陽性

細胞では各群の間に有意差が認められな

かった。 

2. MNP の高投与群では CD3 と CD8 陽性 T

細胞が共に対照群より有意に減尐したこ

とが明らかとなった。一方、CD4 陽性細

胞において各群の間に有意差が認められ

なかった。 

3. FNT が量依存的に脾臓重量、体重及び脾

臓と体重の比を有意に減尐させ、脾臓重

量、体重及び脾臓と体重の比においてい

ずれもFNT高投与群が対照群より有意に

低いことが明らかとなった。 

4. FNT 及び MNP は、脾細胞中の B 細胞、

NK 細胞及びマクロファージへの影響は

認められなかった。 

5. 電子顕微鏡ではFNT投与群の脾臓にアポ

トーシス細胞が検出された。 
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