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クロルプロファム（CIPC）の免疫系への影響をICR及びBALB/cの2系統のマウスで検討した．1,000 mg/kg CIPC投与で，

ICRマウスの臓器重量は，胸腺が減少し，脾臓及び肝臓が増加したが，腎臓及び副腎は変化がなかった．胸腺の細胞のう

ちCD3-/CD4+/CD8+細胞が有意に減少した．BALB/cでは有意な変化はなかった．免疫系を抑制するコルチコステロンの変

化に差はなく，CIPCは免疫系に直接作用する可能性が考えられた．2系統のマウスの血中リンパ球のサブタイプには差が

あり，免疫反応への影響が考えられた 
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は じ め に 

ク ロ ル プ ロ フ ァ ム  (CIPC: isopropyl N-(3-chlorophenyl) 
carbamate)は日本では除草剤として使用されている農薬で，植

物の根から吸収され細胞分裂を抑制することで作用する1-3)．日

本では農薬として以外の使用は許可されていないが，外国では，

ジャガイモの発芽防止に使用されており，日本に輸入されるジ

ャガイモ加工製品から頻繁に検出される4)．除草剤としての残留

基準値は0.05 ppmであるが，ジャガイモの残留基準値は50 
ppmである．一日許容摂取量は0.1 mg/kg体重である．カナダで

の調査では，果物，野菜，魚や加工品などの多種にわたる食品

から検出されており，基準値以下であるが，量としては摂取され

るのが多い農薬である5)． 

これまでに，我々はマウスとラットで亜慢性毒性試験を行って

きており，メトヘモグロビン血症，肝臓と脾臓重量の増加，胸腺

重量の減少などを観察してきた68)．脾臓や胸腺などの免疫を担

う臓器の異常が観察されていること，つまりメトヘモグロビン血症

に由来する脾臓での赤血球の増加が脾臓中のリンパ球を減少

させている可能性や，胸腺重量の減少が胸腺細胞中の特定の

リンパ球の減少をともなっている可能性を考えた．このような化

学物質が免疫毒性を持つかどうかを調べるために，リンパ球の

変化を分析する系を確立した．確立した系を用いてCIPCが免

疫毒性を持つかどうかを，ICRマウス及び，免疫系の研究に用

いることが多いBALAB/cマウスの2系統のマウスについて比較

検討した． 

 

実験方法 

1. 材料 

CIPC及びコルチコステロンはシグマ，コーンオイルは和光純

薬工業から購入した．リンパ球の細胞表面抗原を検出する抗体

は ， PE 標 識 anti-CD3 (clone:145-2C11) ， FITC 標 識 anti- 
CD45R/B220 (clone:RA3-6B2)，PE標識anti-CD8 (clone 53-6.7)
及びFITC標識anti-CD4 (clone:GK1.5)は，ベックマン・コールタ

ーから購入した．PE-Cy5.5標識anti-CD3 (clone: 145-2C11)及
び PE-Cy5.5標識anti-CD45 (clone:30-F11)はベイバイオサイエ

ンスから購入した． 

 

2. 動物 

(1)動物 日本チャールスリバー（株）から，Crlj:CD1(ICR)及び

BALB/cAnNCr1Crlj(BALB/c)系統の７週齢雌マウスを購入し，

24-26℃，相対湿度50-60 ％，照明12時間の動物室でチップを

敷いたプラスチック製ケージで１匹ずつ，１週間予備飼育した．

コルチコステロンの分析には8-15週齢の雌のマウスを使用した．

予備飼育および実験中，マウスは飼料と水を自由に摂取した． 

(2)投与方法 CIPCをコーンオイルで溶解し，1,000 mg/kg/10 
ml，1,250 mg/Kg/10 ml （BALB/cマウスのみ）で3日間強制経

口投与しした．対照はコーンオイルのみ投与した．4日目に解剖

し肝臓，腎臓，脾臓，胸腺及び副腎の重量を測定した．血液は

心臓から採血した．抗凝固剤としてEDTAを使用した． 

 

3. 血液学的検査 

白血球数，赤血球数，ヘモグロビン濃度，ヘマトクリット，及び

平均血球容積を多項目自動血球計数装置（Sysmex社，KX21- 
NV）で測定した．  

 

4. 脾臓・胸腺細胞の分離 

脾臓及び胸腺を摘出した後，それぞれを4mlの0.5 % BSAを

含むPBS中で磨りの付いたスライドグラスの磨りの部分で潰した

後，径57 µmのナイロンメッシュでろ過した．1,200 rpm，5 minで

遠心した．さらに4 mlの0.5 % BSAを含むPBSを加えて再浮遊さ

1,200 rpm，5 minで洗浄した．沈渣に4 mlの溶血液(0.173 M 
Tris-HCl (pH 7.65):0.83％ NH4Cl=1:9)を加えて，室温10 min
で赤血球を溶血させた．4 mlの0.5％ BSAを含むPBSで1,200 
rpm， 5 minで2回洗浄して，細胞数を5 x 106/mlに調整した． 

5. 蛍光染色 

脾臓及び胸腺由来の5 x 106/mlの細胞浮遊液を96 wellのプ

レートに0.1 mlずつ分注した．脾臓の細胞はPE標識anti-CD3及

び FITC 標識 anti-CD45R/B220 抗体を加え，胸腺の細胞は

PE-Cy5.5 標 識 anti-CD3 ， PE 標 識 anti-CD8 及 び FITC 標 識
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anti-CD4を加え室温で30分間インキュベーションした後，250 µl
の0.5％ BSAを含むPBSで1,200 rpm, 5 minで2回洗浄し450 µl
の0.5% BSAを含むPBSに再浮遊し，径57 µmのナイロンメッシュ

でろ過した．血液中のリンパ球は，血液0.1 mlに，PE-Cy5.5標

識anti-CD3，PE標識anti-CD8及びFITC標識anti-CD4または

PE-Cy5.5 標 識 anti-CD45 ， PE 標 識 anti-CD8 及 び FITC 標 識

anti-CD4を加え30分インキュベーションした後，4 mlの溶血液

(Tris 1 g，NH4Cl 2.8 g /500 ml)を加えて氷中で5分インキュベー

ションした後，同量のPBSで希釈し，1,200 rpm, 5 minで遠心し

た．さらに4 mlの0.5% BSAを含むPBSで1,200 rpm, 5 minで2回

洗浄し，450 µlの0.5% BSAを含むPBSに再浮遊した．蛍光染色

した細胞はフローサイトメトリー（Cell Lab Quanta SC・ベックマン

・コールター社製）で測定した．血液リンパ球はフローサイトメトリ

ーでPE-Cy5.5標識CD45抗体で染色した白血球画分を抽出し，

さらに側方散乱の程度で白血球画分からリンパ球画分を決定し

た． 

 

6. コルチコステロンの定量 

コルチコステロンの定量は硫酸蛍光法で行った9)．0.5 mlの血

漿に3.5 mlのジクロロメタンを加え15秒間撹拌し 3,000 rpm，10 
min遠心分離した．下層を取り，0.2 N NaOH, 10％ Na2SO4 (1 
ml)を重層して，15秒間撹拌し 2,500 rpm，5 min遠心後，下層

に1.0 mlの反応液( H2SO4, EtOH= 7:3)を加えて15秒間撹拌し 

2,500 rpm，5 min遠心した．下層を分離して2時間後にEx /Em 
= 470 / 520 nmで蛍光強度を測定した． 

 

結果 

1. 体重・臓器重量の変化 

３日間の投与後ICRマウス及びBALB/cマウス共に，対照と比

べて，有意な体重の変化はなかった．臓器の重量と体重100 
mgあたりの相対臓器重量の変化をみると，表１のようにICRマウ

スでは胸腺は有意に低下したが，脾臓及び肝臓は有意に増加

した．一方BALB/cマウスではどれも有意な変化はなかった．  

 

2. 血液学的変化 

白血球数，赤血球数，ヘモグロビン濃度，ヘマトクリット及び

平均血球容積は，ICRマウス及びBALB/cマウス共に，対照に

比べて差はなかった（表2）． 

 

3. 胸腺細胞 

表3に示すように，胸腺細胞数は，ICRマウスでは対照5.98 x 
107に対しCIPC投与（以下CIPC）では3.50 x 107であり有意に低

下したが，BALB/cマウスでは，対照5.14 x 107に対しCIPC 5.43 
x 107で差はなかった．ICRマウスの胸腺の細胞の中でも，CD3-

細胞数が対照3.71 x 107 に対しCIPCは1.95 x 107であり有意に

低下した．CD3+細胞数は対照2.26 x 107に対しCIPCで1.56 x 
107と有意差はなかったが減少傾向を示した．胸腺の細胞を

CD3-とCD3+ に分け，さらに，CD4とCD8抗原の有無を測定した

（図1）．ICRマウスでは，CD3-細胞のうちCD4+CD8+の細胞数が，

対照3.62 x 107 に対しCIPCは1.90 x 107と有意に減少した．

CD3+細胞でもCD4+CD8+の細胞数が対照1.95 x 107に対し

CIPCは1.40 x 107と，CD4+の細胞数が対照0.21 x 107に対し

CIPCは0.11 x 107と，CD8+の細胞数が対照0.09 x 107に対し

CIPCは0.04 x 107に減少する傾向が観察された．BALB/cマウ

スでは，CD3-細胞のCD4+CD8+細胞数は対照2.02 x 107 と

CIPC 2.39 x 107で変化はなかった．CD3+細胞も分布に差はな

かった． 

 

4. 脾臓細胞 

脾臓細胞数は，ICRマウスでは，対照の6.60 x 107 に対し

CIPCでは8.80 x 107で増加傾向であったが，BALB/cマウスでは

対照の7.80 x 107に対しCIPCでは7.48 x 107と変化がなかった

（表3）． ICRマウスの脾臓のT細胞は対照1.89 x 107に対し

CIPC では2.36 x 107，B細胞は対照3.9 x 107 に対しCIPCでは

5.07 x 107 で脾臓の細胞の増加に比例して増加傾向を示した．

BALB/cマウスではT細胞とB細胞ともに対照及びCIPCで割合

及び数に変化はなかった（図2）． 

 

5. 血液リンパ球 

リンパ球の数と，その中のT細胞及びB細胞の数と割合は，

ICRマウスとBALB/cマウスともに変化はなかった（表4，図3）．ま

た，血液細胞中のCD3+画分のCD4+，CD4+CD8+，CD8+の割合

と数はICRマウスとBALB/cマウスともに変化はなかった（図4）．

ICRマウスではBALB/cマウスに比べてCD3+ CD4-CD8-が多く，

BALB/cマウスではCD3+CD4+が多く2系統間に差があった． 

 

6. コルチコステロン 

1,000 mg/kgのCIPCを1回投与後，0,2, 6, 24時間後の血漿中

のコルチコステロンの量を測定した（図5）．ICRマウスとBALB/c
マウスともに対照に比べ2時間後には高値を示し，6時間では減

少傾向であり，24時間では0時間のレベルに復帰した．データ

は示していないがCIPC，1,000 mg/kgを3日間投与後24時間の

血漿中のコルチコステロンの量も対照と差はなかった． 

 

考察 

フローサイトメーターを使用して胸腺細胞，脾臓細胞と血中のリ

ンパ球のサブタイプを分析する系を確立した．この系を用いて

CIPC投与後のリンパ球の変化を測定した．これまでのマウスと

ラットでのCIPCを含む飼料で13週間飼育した亜急性毒性試験

では，マウスはラットよりメトヘモグロビン値の上昇を生じたが，

臓器重量の変化は，マウスはラットに比べ軽度であった6,7)．ラッ

トでは食餌中濃度3 %で肝臓，腎臓，胸腺，脾臓重量に変化が

見られたが，マウスでは肝臓，脾臓のみであり，マウスとラットに

対する影響には差があった．今回のICRマウス及びBALB/cマ

ウスへの1,000 mg/kg，3日間の強制経口投与は，飼料での投

与に換算すると，およそ0.5 %に相当する．ICRマウスは脾臓の

肥大が見られたことから（表1），前回の結果同様にメトヘモグロ

ビン血症を生じていることが推測された．BALB/cマウスでは

CIPCが1,000 mg/kg及びデータは示していないが1,250mg/kg 
の濃度でも影響はなく系統間に差があった． 
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表１ CIPCを投与したICRマウスとBALB/cマウスの臓器重量変化 

  Thymus (mg) Spleen (mg) Adrenal (mg) Liver (g) Kidney (mg) 

ICR Corn Oil  188±11  381±21  33.0±1.4  5.136±0.21  1271±36.7 
 CIPC  153±9.9*  474±24*  32.2±2.4  5.907±0.17*  1367±42.8 

BALB/c Corn Oil  211±21  534±23  33.8±0.1  5.455±0.17  1294±17.9 
 CIPC  212±22  565±22  39.4±2.4  5.358±0.22  1249±30.5 

臓器重量を体重100mgあたりの相対重量で示した．ICRマウス，n=12，BALB/cマウス，n=3-4，mean±SE，*p<0.05 

 

 

 

 

 

表2 CIPCを投与したICRマウスとBALB/cマウスの血液学的変化 

  白血球数 赤血球数 濃度ヘモグロビン ヘマトクリット値 平均血球容積 血小板数 

  102/µl 104/µl g/dL % fL 104/µl 

ICR Corn Oil 41±5.7 772±15.6 13.1±0.2 41.6±1.0 53.8±0.4 85.6±7.3
  CIPC 43±5.5 780±11.0 13.2±0.2 42.2±0.7 54.1±0.3 82.2±3.6
BALB/c Corn Oil 73±15.1 890±14.4 14.1±0.3 45.7±0.8 51.3±0.3 92.3±6.9
 CIPC 78±4.7 900±10.5 14.2±0.2 46.3±0.5 51.5±0.3 91.6±7.9

ICRマウス、n=10-12，BALB/cマウス，n=3-4，mean±SE 

 

 
 

 

 

 

表3 CIPC投与後のICRマウスとBALB/cマウスの                 表4  CIPC投与後のICRマウスとBALB/cマウスの 

  胸腺及び脾臓の細胞数                                血液中のリンパ球数    

  Corn Oil CIPC   Corn Oil CIPC 
ICR Thymus 5.98 ± 0.70 3.50 ± 0.68 *   Cell Number  x107/ml 
 CD3- 3.71 ± 0.48 1.95 ± 0.36 *  ICR 0.30 ± 0.07 0.31 ± 0.05 
 CD3+ 2.26 ± 0.42 1.56 ± 0.36  BALB/c 0.35 ± 0.04 0.38 ± 0.03 

 Spleen 6.60 ± 0.47 8.80 ± 1.27  

BALB/c Thymus 5.14 ± 0.50 5.43 ± 0.55  

ICRマウス，n=10，BALB/cマウス，n=7-9， 

mean±SE 
 CD3- 2.25 ± 0.27 2.48 ± 0.27     

 CD3+ 2.87 ± 0.26 2.92 ± 0.30     

 Spleen 7.80 ± 0.58 7.48 ± 0.76     

ICRマウス，n=10，BALB/cマウス，n=7-9，mean±SE，*p<0.05           
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図１ CIPCを投与したICRマウスとBALB/cマウスの胸腺細胞のサブタイプの変化 

胸腺細胞を，P トメーターで 

 

脾臓細 した． 

 

血液をPE-C ーで 

 

E標識anti-CD8，FITC標識anti-CD4とPE-Cy5.5標識anti-CD3で染色してフローサイ

分離した．(A) ICRマウス，n=10 (B) BALB/cマウス，n=7-9，mean+SE，*p<0.05， □:Corn Oil， ■:CIPC 

 
 

 
図2 CIPC投与後のICRマウスとBALB/cマウスの脾臓細胞におけるT細胞数とB細胞数 

胞をFITC標識anti-CD45R/B220とPE標識anti-CD3で染色してフローサイトメーターで分離

(A) ICRマウス，n=10 (B) BALB/cマウス，n=7-9，mean+SE，□:Corn Oil，■:CIPC 

 

 

 

 
図3 CIPC投与後のICRマウスとBALB/cマウスの血液リンパ球中のT細胞とB細胞の割合 
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分離した．(A) ICRマウス，n=10 (B) BALB/cマウス，n=7-9，mean+SE，□:Corn Oil，■:CIPC 
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血液細胞を メーターで 

 

C  
(A) IC C 

 

 
 

 

 

図４ CIPCを投与したICRマウスとBALB/cマウスの血液中のCD3+細胞のサブタイプの変化 
PE標識anti-CD8，FITC標識anti-CD4とPE-Cy5.5標識anti-CD3で染色し，溶血後フローサイト

分離した．(A) ICRマウス，n=10 (B) BALB/cマウス，n=7-9，mean+SE，□:Corn Oil，■:CIPC 
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図５ CIPC投与後のICRマウスとBALB/cマウスの血中コルチコステロンの変化 
IPC投与後0,2,6,24時間後に採血して血漿中のコルチコステロン量を測定した．

Rマウス，n=3-4 (B) BALB/cマウス，n=3-4，mean+SE，*p<0.01，□:Corn Oil，■:CIP
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CIPC投与ICRマウスでは胸腺細胞の減少が観察された．胸

腺細胞では，CD3が発現する前にCD4とCD8両方が発現し，そ

の後CD3が発現し，次にCD4またはCD8の一方のみを発現す

る よ う に 分 化 す る ． つ ま り ， CD3-/CD4+ 

/CD8+→CD3+/CD4+/CD8+→CD3+/CD4+またはCD3+/CD8+に分

化が進行する．CIPC投与ICRマウスの胸腺細胞のサブタイプを

分析した結果，CD3-でCD4+CD8+の両方を発現している細胞が

対照の52.5％に減少した(p<0.05)（図1）．CD3発現細胞では

CD8+は対照0.09 x 107に対しCIPCは0.04 x 107 で44.4 ％に減

少，CD4+CD8+は対照1.95 x 107に対しCIPCは1.40 x 107 で71.8 
％に減少，CD4+は対照0.21 x 107に対しCIPCでは0.11 x 107 で

52.4 ％にそれぞれ減少した．CIPCはどのサブタイプも減少さ

せたが，CD3-でCD4+CD8+が有意に減少したことから，CIPCは

未分化の細胞により強くはたらくことが示唆された． 
マウスの免疫系が抑制を受ける場合には，ダイオキシンのよ

うに化学物質が免疫系へ直接作用する場合10,11)と，エタノール

やモルヒネ等の化学物質投与のストレス12,13)から生じる副腎皮

質ホルモンのコルチコステロンの作用を介する場合がある．コル

チコステロンの上昇は，胸腺の萎縮を生じ，コルチコステロンに

感受性の高いCD4+CD8+細胞を特異的に減少させる12)．CIPC
を投与後0，2，6，24時間後のコルチコステロン濃度を測定した

結果，ICRマウス及びBALB/cマウスともに投与2時間後に対照

の2.5倍程度に上昇した（図5）．上昇したコルチコステロン濃度

は6時間後では下がり，24時間後には元のレベルに低下した．

コルチコステロン濃度の変化はICRマウスとBALB/cマウス共に

上昇が2倍程度であり数時間後には低下すること，さらに副腎

重量の増加がみられないことから（表1），CIPC投与によるICRマ

ウスでの胸腺細胞の減少は，コルチコステロンが関与している

可能性は低いと考えられた．しかし，ICRマウス及びBALB/cマ

ウスはコルチコステロンの感受性に差があることも考えられるの

で，コルチコステロンの間接的な作用の可能性は完全には否定

できない． 
CIPC投与の有無にかかわらずICRマウス及びBALB/cマウス

の血液リンパ球のサブタイプに差が見られた（図3，4）．血液中

のリンパ球のうち免疫系に抑制的にはたらくことが報告されてい

る14,15)CD3+CD4-CD8-細胞はBALB/cマウスにはほとんど観察さ

れないが，ICRマウスではCD3+中の40 ％以上観察された．

ICRマウスの胸腺中のCD3+CD4-CD8-は0.7 ％（対照）と0.6 ％ 
 
 
 
 
 
 

（CIPC投与群）と低く，CD3+細胞が作られる胸腺には僅かしか

存在せず，血液中への由来が不明である．一方，BALB/cマウ

スの血液中のリンパ球はT細胞の割合が大きい．これらの差が

ICRマウスとBALB/cマウスの感受性の差に関係しているかは不

明であるが，免疫への影響を検査する際には考慮する必要が

考えられた． 
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We administered 1,000 mg/kg chlorpropham(CIPC) to ICR mice and found that their thymus weight was decreased, their 
spleen and liver weights were increased, and their body, kidney, and adrenal weights were unchanged. In accordance with the 
decrease in thymus weight, thymus cell number was decreased, particularly the number of CD3-/CD4+/CD8+ cells which were 
significantly decreased. However the number of lymphocytes in the spleen and blood did not change. We could not find any 
significant changes in BALB/c mice, and there was a different susceptibility between two strains. The amount of corticosterone 
in both ICR and BALB/c mice was increased 2 times that of the controls 2 hours after CIPC administration and was decreased to 
the 0-hour level 24 hours later. The quantity of corticosterone did not differ between the two strains, so CIPC is thought to affect 
the immune system of the ICR mouse directly, not through corticosterone. CIPC had no effect when administered at a dasage 
below 1,000 mg/kg, so CIPC likely has little effect on human body. 
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