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要旨 

  目的 

ビタミン D は体内で骨やミネラル代謝、細胞分化、免疫の調節に影響を与え

ることが知られており、さらに疫学的データによりビタミン D ががんの発生率

や死亡率にも関与している可能性が示唆されている。また活性型ビタミン D で

ある calcitriol はがん細胞において分化や抗増殖作用、アポトーシスを誘導する

ことが分かっており、これは calcitriol ががん細胞の悪性化に対して抑制的に作

用することを示している。しかし反対に calcitriol ががん細胞に対して細胞死を

抑制する作用があることも報告されており、細胞によって calcitriol による影響

は様々であると考えられる。そこで本研究ではマウス白血病単球由来マクロフ

ァージ様細胞（RAW264.7 細胞）における calcitriol 刺激の影響および細胞死の

経路を明らかにし、ビタミン D ががん治療に適用される一助となることを目的

とした。 

材料と方法 

RAW264.7 細胞を calcitriol で刺激し、位相差顕微鏡での観察、乳酸脱水素酵

素（LDH）測定および Annexin V-FITC/PI 染色により細胞死の測定を行った。

また Western blot 法にてアポトーシス関連タンパク質である caspase 8 および

cleaved caspase 3 の発現レベルを測定した。さらに ELISA による calcitriol 刺激



した細胞培養上清中の IL-1βの測定や、汎カスパーゼ阻害剤 Z-VAD-FMK また

はネクロプトーシス阻害剤である Necrostatin-1 処理後に calcitriol 刺激を行う

ことで細胞死の経路を検討した。 

結果 

calcitriol（10μM）で 3 時間刺激すると RAW264.7 細胞の形態が変化するこ

とが位相差顕微鏡によって観察された。また calcitriol 刺激により濃度依存的、

時間依存的に細胞培養上清中の LDH が増加した。さらに Annexin V-FITC/PI

染色では calcitriol 刺激によりコントロールと比較して Annexin V および PI で

染色される細胞が増加した。これらのことから calcitriol が RAW264.7 細胞に細

胞死を引き起こすことが明らかとなった。また、calcitriol 刺激により caspase 8

が減少し、cleaved caspase 3 が増加した。さらに calcitriol によるこれらの変化

は Z-VAD-FMK の前処理により抑制されたため、calcitriol による細胞死はアポ

トーシス経路の関与が示唆された。 

ELISA では calcitriol による 12 時間刺激後の細胞培養上清からは IL-1βは検

出されなかったため calcitriol 刺激により RAW264.7 細胞がパイロトーシスを

起こしている可能性は低いことが示唆された。Necrostatin-1 の前処理では

calcitriol 刺激による細胞培養上清中の LDH の増加が抑制されなかったことか

ら RAW264.7 細胞が calcitriol 刺激によりネクロプトーシスを起こしている可能



性も低いことが示唆された。 

結論 

calcitriol は RAW264.7 細胞において細胞死を引き起こし、それにはアポトー

シス経路が関与していることが示唆された。calcitriol による RAW264.7 細胞の

細胞死経路の一部を明らかにしたことはビタミン D を抗がん剤として適用する

ための一助となる可能性がある。 

 

キーワード：RAW264.7 細胞、calcitriol、ビタミン D、細胞死、アポトーシス 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1、緒言 

ヒトはビタミン D を日光を浴びることで生成したり、食事やサプリメントか

ら摂取したりすることで得る(1–3)。ビタミン D は体内で水酸化酵素により活性

型の 1,25-ジヒドロキシビタミン D （1,25(OH)2D）すなわち calcitriol に代謝

される。calcitriol は、核内のビタミン D 受容体（VDR）に結合し、レチノイド

X 受容体およびそのリガンド（9 シス-レチノイン酸）とヘテロ二量体を形成す

る。この二量体は DNA 上の特定の結合部位（ビタミン D 応答配列）に結合し、

他の転写因子と連携してビタミン D 応答遺伝子の転写を誘導、調節することに

より標的組織で生理的機能を発揮する(1,4,5)。具体的には、calcitriol は、小腸、

腎臓および骨に作用して、カルシウムとリン酸のホメオスタシスを調節してい

る(1)。また calcitriol は、炎症、分化、アポトーシス、増殖、細胞周期、血管新

生などに関わる複数のシグナル伝達経路を制御することもわかっており(4,5)、

したがって免疫、がんの発生や増殖に影響を与える可能性がある。 

 1980 年代にヒト急性骨髄性白血病細胞の HL-60 を calcitriol が分化させる

ということが発見され(6)、さらに calcitriol が HL-60 の貪食能力を増強し増殖

を抑制することも明らかになった(7,8)。その後ほかの骨髄系細胞株も calcitriol

によって増殖能力の低下や細胞の分化を示すことが明らかにされた(9–12)。こ

のことは calcitriol ががん細胞の悪性化に対して抑制的に作用することを示して



いる。 

またcalcitriolは大腸癌(13)、乳癌(14,15)、悪性黒色腫(16)などのさまざまな

がん細胞に対しても増殖抑制や分化誘導、抗血管新生、細胞周期の停止、アポ

トーシスやオートファジーの誘導などをすることが報告されている。 

一方、HL-60やほかの急性骨髄性白血病細胞に対してcalcitriolが抗アポトー

シス作用を示すという報告もあり(17,18)、calcitriolがアポトーシスに及ぼす影

響やその機序は細胞の種類によって様々であると示唆され、明らかになってい

ない部分も多い。 

マウス白血病単球由来マクロファージ様細胞（RAW264.7 細胞）における

calcitriol 刺激の影響および細胞死の経路はまだ明らかにされていないことから、

本研究では RAW264.7 細胞における calcitriol の影響を明らかにしビタミン D

ががん治療に適用される一助となることを目的とした。 

 

 

 

 

 

 



2、材料と方法 

2.1 細胞株 

細胞はマウス白血病単球由来マクロファージ様細胞（RAW264.7 細胞）を用

いた。100U/ml のペニシリン G、100μg/ml 硫酸ストレプトマイシン、非働化

10％ウシ胎仔血清（FBS）を添加した Roswell Park Memorial Institute（RPMI）

1640 培地を用いて 37℃5％CO₂インキュベーターで培養した。 

実験に用いた細胞は 6well plate に 2.0×10＾６個/well または 24well plate に

5.0×10＾5 個/well で 12 時間以上培養したものを使用した。 

calcitriol やほかの物質で細胞を刺激する際は FBS およびペニシリン G、硫酸

ストレプトマイシンの含まれていない RPMI 1640 培地に入れ替えてから行っ

た。 

 

2.2 calcitriol と汎カスパーゼ阻害剤 

  calcitriol（富士フィルム和光製薬株式会社、大阪/Toronto Research Chemicals 

Inc.、カナダ）はエタノールに溶解し使用するまで-80℃で保存した。 

汎カスパーゼ阻害剤 Z-VAD-FMK（ペプチド研究所、大阪）はジメチルスル

ホキシド（DMSO）に溶解し-20℃で保存した。 

calcitriol または Z-VAD-FMK により細胞を刺激する際はそれぞれエタノール



または DMSO で目的の濃度に希釈してから培地に加えて細胞を刺激した。 

calcitriol 刺激のコントロールとして同濃度のエタノール、Z-VAD-FMK 処理

のコントロールとして同濃度の DMSO を用いた。 

 

2.3 位相差顕微鏡での細胞形態観察 

 Z-VAD-FMK（50μＭ）で 2 時間処理した後、calcitriol（10μＭ）で 3 時間刺

激した細胞の形態変化を位相差顕微鏡で×10 の拡大率で観察した。 

 細胞の位相差顕微鏡像は DIGITAL MIVROSCOPE IMAGER（CELESTRON、

US）と S-Viewer V1.18.7.27（CELESTRON）を用いて撮影した。 

 

2.4 乳酸脱水素酵素（LDH）測定 

 calcitriol による細胞死誘導活性を測定するため、Z-VAD-FMK（50μＭ）で 2

時間処理した後、calcitriol（10μＭ）で 3 時間刺激した細胞培養上清中の LDH

を細胞毒性測定キット（Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST）（同仁化学研究所、

熊本）を用いて、製造業者の指示に従い分光光度法によって 490nm の吸光度で

測定した。また calcitriol の濃度（1、5、10、50μM）を変えて 3 時間刺激した

細胞培養上清中の LDH、または calcitriol（10μM）で時間（1、3、6、9、12 時

間）を変えて刺激した細胞培養上清中の LDH の測定を行った。 



2.5 Annexin V-FITC/PI 染色 

細胞を Annexin V-fluorescein isothiocyanate(FITC)およびヨウ化プロピジ

ウム(PI)で染色し NovoCyte® Flow Cytometer（Agilent Technologies、US）で

分析することにより細胞死の種類（アポトーシス、ネクローシス）を評価した。 

 Z-VAD-FMK（50μＭ）で 2 時間処理した後、calcitriol（10μＭ）で 3 時間刺

激した細胞を Trypsin 処理によって回収し PBS で洗浄した。MEBCYTO-

Apoptosis Kit（株式会社 医学生物学研究所、長野）を用いて製造業者の指示に

従い Annexin V-FITC/PI 染色を行った。続いて NovoCyte® Flow Cytometer 

で細胞を分析した。細胞の分布は NovoExpress Software （Agilent Technologies）

により計算され、初期アポトーシス（Annexin V 陽性、PI 陰性）、後期アポトー

シス/ネクローシス（Annexin V 陽性、PI 陽性）、生存（Annexin V 陰性、PI 陰

性）に分類された。 

 

 

 

 

 

 



2.6 Western blotting 

Z-VAD-FMK（50μＭ）で 2 時間処理した後、calcitriol（10μＭ）で 3 時間刺

激した細胞をスクレーパーによって回収し PBS で洗浄した。RIPA Buffer（Cell 

Signaling、US）を用いて細胞からタンパク質を抽出し、Quick Start TM Bradford 

1× Dye Reagent（Bio-RAD 、US）を用いて Bradford 法によりタンパク質濃

度を測定した。 

SDS-PAGE により分離されたタンパク質をポリフッ化ビニリデン（PVDF）

膜に転写した。続いて PVDF 膜を 5％スキムミルクを含む 0.1％Tween20 含有

トリス緩衝生理食塩水（TBST）中で 1 時間ブロッキングし、Can Get Signal 

Solution 1（東洋紡、大阪）に希釈した 1 次抗体と室温で 2 時間反応させた。1

次抗体は anti cleaved caspase 3(Asp175)(5A1E) rabbit monoclonal antibody 

(Cell Signaling)、anti caspase 8 rabbit polyclonal antibody (Cell Signaling)を 1：

1000 の希釈率で、anti β actin mouse monoclonal antibody（Sigma-Aldrich-

MERCK、ドイツ）を 1：10000 の希釈率で用いた。洗浄後、5％スキムミルクを

含む TBST 中に 2 次抗体を希釈し室温で 1 時間反応させた。2 次抗体は HRP 

donkey anti-rabbit IgG antibody（BioLegend、US）または HRP goat anti-mouse 

IgG antibody (BioLegend)を 1：10000 の希釈率で用いた。化学発光試薬を用い

て目的のタンパク質を検出した。 



2.7 IL-1βの検出 

  Z-VAD-FMK（50μＭ）で 2 時間処理した後、calcitriol（10μＭ）で 12 時間

刺激した細胞培養上清を回収し、ELISA MAX TM Standard SET Mouse IL-1β

（BioLegend）を用いて製造業者の指示に従って分光光度計により 450nm の吸

光度で IL-１βの濃度を測定した。 

 

2.8 ネクロプトーシス阻害剤 

 ネクロプトーシス阻害剤である Necrostatin-1（MedChemExpress、US）は

DMSO に溶解されているものを、使用するまで-20℃で保存した。 

 Necrostatin-1（12.5、25.0、50.0、100.0μM）で 2 時間前処理し、続いて calcitriol

（10μM）で 3 時間刺激した細胞培養上清中の LDH の測定を行った。 

 

2.9 統計解析 

 実験はすべて 3 連で行われ、データは平均値±標準偏差（SD）で表された。

データの解析は R（ver. 4.2.1）を用いて解析され、群間の差は Turkey’s HSD Test

によって評価された。グラフに示された有意差は以下のとおりである。 

p < 0.05 (*)、p < 0.01 (* *)、p < 0.001(* * *) 

 



３、結果 

3.1 calcitriol 刺激後の細胞形態変化 

 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞の細胞形態の変化を位相差顕微鏡により

×10 の拡大率で観察した。コントロール（図 1A）と比較して calcitriol（図 1B）

で刺激した細胞は形態学的な変化を示した。コントロールでは円形または細長

い形の RAW264.7 細胞が calcitriol で刺激することにより辺縁が凸凹とした形と

なった。 

 一方、Z-VAD-FMK で前処理を行うと calcitriol 刺激による形態変化は抑制さ

れた（図 1C）。 

 calcitriol 刺激による細胞形態の変化は細胞死を示唆し、また Z-VAD-FMK で

カスパーゼを阻害することによりその細胞死が抑制されることが示唆された。 

 

3.2 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞上清中の LDH 量変化 

RAW264.7 細胞を calcitriol で刺激した際の細胞培養上清の LDH を測定した。

calcitriol 刺激は濃度依存的に細胞培養上清中の LDH 増加を誘導し、コントロー

ルに対して 10μM および 50μM で統計的に有意な差を示した（図 2A）。また

calcitriol 刺激は時間依存的に LDH 増加を誘導し、コントロールに対して 3，6，

9，12 時間で統計的に有意な差を認めた（図 2B）。 



さらに Z-VAD-FMK で 2 時間の前処理を行うと calcitriol（10μM）で 3 時間

刺激した際の LDH が有意に抑制された（図 2C）。 

 calcitriol は RAW264.7 細胞に対して細胞死を引き起こし、Z-VAD-FMK の前

処理によりカスパーゼを阻害することで、calcitriol による細胞死誘導が抑制さ

れることが示唆された。 

 

3.3 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞の初期アポトーシス細胞、後期アポ

トーシス/ネクローシス細胞誘導 

 calcitriol で刺激した細胞を Annexin V-FITC/PI 染色しフローサイトメトリー

で測定した。 

コントロールと比較して RAW264.7 細胞の calcitriol 刺激により初期アポト

ーシス細胞と後期アポトーシス/ネクローシス細胞がともに増加した（図３A a, 

b）。また Z-VAD-FMK による前処理後に calcitriol 刺激を行うと、calcitriol 単独

刺激と比較して初期アポトーシス細胞は減少し、生存細胞が増加した（図 3A b, 

c）。 

 初期アポトーシス細胞はコントロールと比較して calcitriol 単独刺激および、

Z-VAD-FMK 前処理後の calcitriol 刺激の両方において有意に増加した。また

calcitriol 単独刺激と比較して Z-VAD-FMK 前処理後の calcitriol 刺激では有意



に減少した（図 3B）。 

 後期アポトーシス/ネクローシス細胞はコントロールと比較して calcitriol 単

独刺激および Z-VAD-FMK 前処理後の calcitriol 刺激で有意に増加した。また

calcitriol 単独刺激に対して Z-VAD-FMK 前処理後の calcitriol 刺激ではわずか

に減少したが有意差は認められなかった（図 3C）。 

 以上のことから calcitriol 刺激が RAW264.7 細胞においてアポトーシスを含む

細胞死を引き起こし、その細胞死の一部にはカスパーゼ依存的な経路が関わっ

ていることが示された。 

 

3.4 calcitriol 刺激によるカスパーゼの発現変化 

 コントロールと比較して calcitriol 刺激により RAW264.7 細胞のアポトーシス

関連タンパク質の発現は、caspase 8 が減少し、cleaved caspase 3 は増加した。

calcitriol 刺激前に Z-VAD-FMK 処理を行うと、calcitriol による caspase 8 の減

少と cleaved caspase 3 の増加はそれぞれ抑制された（図 4）。 

したがって、calcitriol は RAW264.7 細胞においてアポトーシス経路を活性化

することが示唆された。 

 

 



3.5 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞の IL-1βの産生誘導 

  calcitriol（10μM）で 12 時間の刺激はコントロールと比較して RAW264.7

細胞培養上清中の IL-1βを有意に変化させなかった。また Z-VAD-FMK の前処

理後の calcitriol の刺激でも IL-1βの量は有意に変化しなかった（図 5）。 

 calcitriol 刺激では細胞培養上清中の IL-1βの量が有意に変化しなかったこと

から、パイロトーシスを起こしている可能性は低いことが示唆された。 

 

3.6  calcitriol 刺激による細胞死誘導に及ぼす Necrostatin-1 の影響 

 calcitriol(10μM)で 3 時間刺激した細胞培養上清中の LDH はコントロールと

比較して有意に増加した。また 12.5μM、25.0μM、50μM、100μM の

Necrostatin-1 での 2 時間の前処理はその後の calcitriol（10μM）で 3 時間の刺

激による LDH の増加を抑制しなかった（図 6）。 

 ネクロプトーシス阻害剤である Necrostatin-1 が calcitriol による LDH の増加

を抑制しなかったことから calcitriol が RAW264.7 細胞にネクロプトーシスを誘

導している可能性は低いと考えられた。 

 

 

 



４、考察 

 本研究では calcitriol が RAW264.7 細胞に細胞死を引き起こし、そのメカニ

ズムにはアポトーシスが関与していることを示した。 

ほかのがん細胞では calcitriol が細胞死の抑制をすることも報告されているが

(17,18)、今回 RAW264.7 細胞において calcitriol が細胞死を誘導したのは細胞

の種類の違いによるものと考えられた。 

 10μM の calcitriol で RAW264.7 細胞を 3 時間刺激すると、コントロールと

比較して細胞形態が変化したことから細胞死が示唆された。また calcitriol 刺激

後の細胞培養上清中の LDH を測定したところ、LDH の増加が認められたこと

からも calcitriol が細胞死を誘導していることが示唆された。細胞死の経路を探

索するために Annexin V-FITC/PI 染色のフローサイトメトリーを行ったところ

初期アポトーシス細胞および後期アポトーシス/ネクローシス細胞が増加し、ア

ポトーシスを含む細胞死を起こしていることが示唆された。またアポトーシス

関連タンパク質を western blotting で検出したところ cleaved caspase 3 は増加し

caspase８は減少した。 

 アポトーシスの経路には内因性経路と外因性経路が知られている。内因性経

路は主に細胞内部の DNA の損傷による細胞内恒常性の調節障害や不均衡が引

き金となりミトコンドリア外膜の透過とそれに伴うシトクロム c の放出に続い



て起こる(19)。それに対して外因性経路は細胞表面のデスレセプターの活性化

に続いて caspase 8 が活性化され引き起こされる(20–22)。 

 今回 Western blot 法により検出された cleaved caspase 3 はアポトーシス実効

タンパク質であり内因性経路と外因性経路の両方で最終的に活性化される(20)。

一方 caspase 8 はアポトーシスの外因性経路で活性化され、外因性経路に必須の

タンパク質である(20,23,24)。cleaved caspase 3 とともに caspase 8 の発現量が

変化したことから、RAW264.7 細胞において calcitriol により外因性のアポトー

シスが起こっている可能性が示唆された。 

 caspase 8 が活性化されるとプロアポトーシスタンパク質である Bid を切断し

内因性経路も活性化することができる(23)。内因性経路は Bak や Bax、Bcl-2 と

いったタンパク質が関係する(20)。calcitriol によるがん細胞のアポトーシスは

抗アポトーシスタンパク質である Bcl-2 と Bcl-XL のダウンレギュレーションと

プロアポトーシスタンパク質である Bax、Bak、Bad95 のアップレギュレーショ

ンによって媒介されるという報告(12,15,25,26)と、カスパーゼのアップレギュ

レーションによるという報告(16)があるため、今回の RAW264.7 細胞のアポト

ーシスにもカスパーゼだけでなく、Bax や Bcl-2 といったタンパク質も関連して

いる可能性がある。内因性経路に関わるタンパク質の発現についてはさらなる

研究が必要である。 



汎カスパーゼ阻害剤の Z-VAD-FMK で前処理すると RAW264.7 細胞におけ

る calcitriol 刺激による変化は抑制された。しかし Annexin V-FITC/PI 染色のフ

ローサイトメトリーにおいて calcitriol による初期アポトーシス細胞と後期アポ

トーシス/ネクローシス細胞の増加は Z-VAD-FMK による前処理では完全には

抑制されなかったこと、また calcitriol 刺激で初期アポトーシス細胞だけでなく

後期アポトーシス/ネクローシス細胞も増加することから、アポトーシス以外の

細胞死が起こっている可能性も考えられた。 

 アポトーシス以外の細胞死の一つとしてパイロトーシスが誘導されている可

能性を考え、calcitriol 刺激後の細胞培養上清中の IL-1βを測定した。パイロト

ーシスは炎症に関連するインフラマソームの活性化を介在し IL-1β放出を伴う

細胞溶解型の制御された細胞死として知られている(19)。calcitriol 刺激細胞の

培養上清中では IL-1βの量が有意に増加しなかったことからパイロトーシスを

起こしている可能性は低いことが示唆された。 

またネクロプトーシス阻害剤の Necrostatin-1 を用いてネクロプトーシスによ

る細胞死が阻害されるかを、細胞培養上清中の LDH を測定することにより確認

した。ネクロプトーシスは細胞の膨張や破裂といった壊死の形態をとるが、

receptor-interacting serine-threonine kinase 1(RIPK1)、RIPK３、mixed lineage 

kinase domain-like protein が関与し、決められたシグナル経路をたどる制御さ



れた細胞死の一つとして知られている(19,27)。Necrostatin-1 は RIPK1 活性を

阻害することによってネクロプトーシスを阻害することが知られており(28)、

本研究において Necrostatin-1 は calcitriol 刺激による LDH の増加を抑制しなか

ったことから RIPK1 が関与するネクロプトーシスを起こしている可能性は低い

ことが示唆された。 

しかしアポトーシスとネクロプトーシスは相互に関連して起こっていること

があり(19)、詳しいネクロプトーシスの経路についてはさらなる研究の必要が

ある。 

以前より疫学的なデータからビタミン D ががんの発生、進行に関与している

可能性があることが示唆されてきた。Apperly は 1941 年、北米における、北部

で高く、南部で低いという総がん死亡率が、緯度の違いによる日射量の差と相関

していることを初めて示唆した(29)。日本では溝上が 2004 年、日射量と消化器

官のがんの死亡率に逆相関があることを報告している(30)。多くの疫学的研究

が様々ながんに対する日光とビタミン D の抑制効果を裏付けている(4,31–35)。 

また Giovannucci らは 2006 年、血清 25(OH)D 値の推定方法を開発し、血清

25(OH)D の 25 nmol/L の増加は、総がん発生率の 17% 減少、死亡率の 29% 

減少、消化器系がんの発生率の 43% の減少および死亡率の 45% の減少に関連

していたことを報告した(36)。 



他にも血清ビタミン D 濃度と、メラノーマ、乳癌、前立腺癌、肺癌、大腸癌、

卵巣癌、腎臓癌、食道癌、胃癌、非ホジキンリンパ腫などいくつかのがんの発生

率と死亡率の間に関連があることが確認されており(4,31,35,37,38)、血清ビタミ

ン D 濃度が高いほどがんのリスクが低いという仮説が支持されている。 

 上記のようにビタミン D ががんに対して抑制的に働くという報告は多くある

が、calcitriol を抗がん剤として直接使用することは高カルシウム血症などの副

作用のために未だ実用化には至っていない。しかしビタミン D を用いた臨床試

験はいくつかのがんに対して行われている(39–41)。また臨床試験は急性骨髄性

白血病に対しても行われており、ヒトに対する試験ではほかの化学療法剤との

組み合わせで有益な反応を示したという報告がある(42)。さらに高カルシウム

血症を起こさないようなビタミン D の類似体も開発されており(7,25,43,44)、今

後のがん治療にビタミン D が適用される可能性を示唆している。本研究におい

て calcitriol による RAW264.7 細胞の細胞死経路の一部を明らかにしたことはビ

タミン D を抗がん剤として適用するための一助となる可能性がある。 

 

 

 

 



５、結論 

 本研究では calcitriol の刺激が RAW264.7 細胞のアポトーシスを誘導すること

を示した。calcitriol による RAW264.7 細胞の細胞死経路の一部を明らかにした

ことはビタミン D を抗がん剤として適用するための一助となる可能性がある。 
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図の説明 

 

図 1 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞の細胞形態の変化（位相差顕微鏡像） 

（A） コントロール（DMSO で 2 時間処理後エタノールで 3 時間処理）。 

（B） DMSO で 2 時間処理後、calcitriol（10μM）で 3 時間刺激。 

（C） Z-VAD-FMK（50μM）で 2 時間処理後の calcitriol（10μM）で 3 時間

刺激。 

 

図 2 calcitriol 刺激による RAW264.7 細胞培養上清中の LDH の測定 

（A） calcitriol（0，1，5，10，50μM）で 3 時間刺激。 

（B） calcitriol（10μM）で 1，3，6，9，12 時間刺激。コントロールはエタノ

ールで 12 時間処理。 

（C） Z-VAD-FMK（50 μM）で 2 時間処理後、calcitriol（10μM）で 3 時間刺

激。 

 

 

 

 



図 3 フローサイトメトリーによる Annexin V-FITC/PI 染色された RAW264.7

細胞の解析 

（A） (a)コントロール（DMSO で 2 時間処理後エタノールで 3 時間処理）。 

(b)DMSO で 2 時間処理後 calcitriol（10μM）で 3 時間刺激。 

(c) Z-VAD-FMK（50μM）で 2 時間処理後、calcitriol（10μＭ） 

で 3 時間刺激 

   結果は 3 回の独立した実験の代表。 

（B） フローサイトメトリーにより測定された初期アポトーシス細胞（Annexin 

V 陽性/PI 陰性）の割合 

（C） フローサイトメトリーにより測定された後期アポトーシス/ネクローシ

ス細胞（Annexin V 陽性/PI 陽性）の割合 

 

図 4 calcitriol 刺激した RAW264.7 細胞におけるカスパーゼの発現 

 コントロール（DMSO で 2 時間処理後エタノールで 3 時間処理）、DMSO で

2 時間処理後 calcitriol（10μM）で 3 時間刺激、Z-VAD-FMK（50μM）で 2 時

間処理後 10μM の calcitriol で 3 時間刺激。 

 結果は 3 回の独立した実験の代表。 

 



図 5 calcitriol 刺激した RAW264.7 細胞培養上清中の IL-1β量 

  コントロール（DMSO で 2 時間処理後エタノールで 12 時間処理）、DMSO

で 2 時間処理後 calcitriol（10μM）で 12 時間刺激、Z-VAD-FMK（50μM）で

2 時間処理後 calcitriol（10μM）で 12 時間刺激。 

 

図 6 Necrostatin-1 による処理後 calcitriol で刺激した RAW264.7 細胞培養上清

中の LDH の測定 

 コントロール（DMSO で 2 時間処理後エタノールで 3 時間処理）、DMSO で

2 時間処理後 calcitriol（10μM）で 3 時間刺激、Necrostatin-1（12.5、25、50μ

M、100μM）で 2 時間処理後 calcitriol（10μM）刺激で 3 時間刺激。 
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図 2 
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図３ 
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