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概 要 

 

 

 プロポフォールは，鎮静，催眠，健忘あるいは制吐作用を有する静脈麻酔薬であり，

生体内での蓄積性が低く，早い作用発現と短い半減期などの利点を有する。プロポフ

ォールは，顎骨への侵襲を伴う長時間の口腔外科処置など様々な手術時の鎮静や全身

麻酔に頻用されており，骨リモデリングに関与する骨芽細胞と破骨細胞もまた，プロ

ポフォールの曝露を受けると考えられる。破骨細胞は，骨吸収で中心的な役割を担う

多核の巨細胞であり，破骨細胞前駆細胞が互いに融合して破骨細胞へと分化する。骨

芽細胞やリンパ球が産生する receptor activator of NF-kappaB（RANK）ligand（RANKL）

が破骨細胞前駆細胞に発現する RANK に結合すると，破骨細胞の分化が強く誘導さ

れ，破骨細胞性骨吸収は促進する。dendritic cell-specific transmembrane protein（DC-

STAMP）と osteoclast stimulatory transmembrane protein（OC-STAMP）は，破骨細胞前

駆細胞から破骨細胞への分化の過程で発現が増加し，破骨細胞前駆細胞の融合に関与

する。また，破骨細胞と破骨細胞前駆細胞は，RANKと相反する機能を有する受容体，

leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4（LGR4）を発現する。さらに，

破骨細胞の細胞上の eph-receptor interacting protein（Ephrin）B2 が骨芽細胞の EphB4

受容体と結合すると，そのシグナルは破骨細胞側にも伝達されて分化が抑制される。 

プロポフォールが破骨細胞の分化に及ぼす影響を調べた先行研究では，細胞の培養

期間を通じて継続的に破骨細胞や骨芽細胞をプロポフォールで刺激しており，一時的

なプロポフォールによる曝露の影響は検討されていない。そこで本研究では，RANKL

誘導性の破骨細胞分化の過程におけるプロポフォールによる一時的あるいは継続的

な刺激が，破骨細胞の分化に及ぼす影響について検討した。 

本研究では，マウス単球/マクロファージ由来の RAW264.7 細胞を破骨細胞前駆細

胞として用いた。RAW264.7 細胞を 24-well または 96-well プレートに播種し，10%ウ
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シ胎児血清と 1%ペニシリン/ストレプトマイシンを含有したα-minimal essential 

medium で，37℃，5％CO2の条件で一晩，培養した。その後，50 ng/ml の可溶性 RANKL

と 0（コントロール），10，20 または 30 µM のプロポフォールを含む培地に交換し，

5 時間，1.5 日間または 4 日間培養して RAW264.7 細胞を刺激した。培養期間は 4 日

間とし， 5 時間と 1.5 日間プロポフォールで刺激した後は，プロポフォールを含まな

い RANKL 添加培地で培養を継続した。培養 4 日目に tartrate-resistant acid phosphatase

（TRAP）染色キットを用いて細胞を染色して破骨細胞様細胞の形成を確認した。ま

た，細胞から全RNAを抽出した後に cDNAを合成し，これを鋳型としてDC-STAMP，

OC-STAMP，LGR4，RANK および EphrinB2 の遺伝子発現を real-time PCR 法で調べ

た。 

DC-STAMP と OC-STAMP の発現は，5 時間の刺激では，すべてのプロポフォール

濃度で影響は認められなかった。一方，1.5 日間と 4 日間の刺激では，コントロール

に比べて 10，20 または 30 µＭのプロポフォールで DC-STAMP と OC-STAMP の発現

が低下した。LGR4 の発現は，5時間の刺激では，コントロールに比べて 20 µM と 30 

µM のプロポフォールで上昇したが，1.5 日間の刺激では，プロポフォールの影響は

認められなかった。また，4 日間の刺激では，すべての濃度のプロポフォールで LGR4

の発現が上昇した。RANK の発現は，コントロールに比べて 20 µM のプロポフォー

ルによる 5 時間の刺激で低下し，30 µM では僅かに増加した。また，1.5 日間と 4 日

間の刺激では，コントロールと比較して 10，20 または 30 µM のプロポフォールで

RANKの発現が低下した。一方，EphrinB2 の発現は，5 時間，1.5 日間および 4 日間

の刺激で，コントロールと比較して 20 µM と 30 µM のプロポフォールで上昇した。  

TRAP の染色性は，5 時間のプロポフォール刺激では，30 µM の濃度で僅かに低下

したが，10 µM と 20 µM のプロポフォールでは，コントロールと同程度であった。

一方，1.5 日間と 4 日間の継続刺激では，プロポフォールの濃度依存的に TRAP 陽性
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の破骨細胞様細胞の形成が抑制された。TRAP 陽性細胞を核数別に 3から 5核，6か

ら 9 核，10核以上に分類して比較した結果，5時間の刺激では，いずれの分類の TRAP

陽性細胞の数も 30 µM のプロポフォールでわずかに減少し，10 µM と 20 µM のプロ

ポフォールによる変化は観察されなかった。一方，1.5 日間の刺激では，いずれの分

類の TRAP 陽性細胞数も，コントロールに比べて 10 µM，20 µM および 30 µM のプ

ロポフォールで減少した。この減少傾向は，4日間の継続的な刺激でも同様に認めら

れた。 

本研究では，プロポフォールで 4 日間継続的に刺激された RAW264.7 細胞だけで

なく，一過性（1.5 日間）のプロポフォール刺激の後に RANKL 存在下での培養を続

けた RAW264.7 細胞でも，DC-STAMP と OC-STAMP の発現低下が認められた。さら

に，プロポフォールで 4 日間，継続的に刺激された細胞と 1.5 日刺激された細胞の両

方で RANK の発現の低下が認められた。一方，破骨細胞の分化に抑制的に働く

RANKL 受容体である LGR4 の発現は，プロポフォールの 1.5 日刺激では変化せず，

4日間の継続刺激で増加した。これらの結果から，プロポフォールによる一時的な刺

激が 1 日を超えると RANK 発現の低下を介して，また，刺激がさらに継続するとこ

れに加えて LGR4 発現が増加して，RANKL 誘導性の破骨細胞分化が抑制されると考

えられた。また，本研究では，EphrinB2 の遺伝子発現は，いずれの刺激時間において

もプロポフォールで増加した。すなわち，プロポフォールは，RANKL/RANK 経路だ

けでなく，EphrinB2/EphB4 経路にも影響を与え，破骨細胞分化を抑制する可能性が

示唆された。 

結論として，数時間で低濃度のプロポフォール投与は，RANKL 誘導性の破骨細胞

分化に顕著な影響を及ぼさないが，数日間のプロポフォールによる曝露を受けると，

その後，投与を中断しても破骨細胞の分化が抑制されると考えられた。すなわち，プ

ロポフォールの持続投与は，骨リモデリングのバランスを損なう可能性が示唆された。 

 



4 

 

本論文は，Journal of Hard Tissue Biology, (30: 107-114, 2021) に掲載された論文

（Continuous administration of propofol suppresses osteoclast differentiation of RAW264.7 

cells）を基幹論文とし，これにプロポフォールが EphrinB2 発現に及ぼす影響を調べ

た結果（Fig. 7）を加えて総括したものである。  



5 

 

緒 言 

 

 

プロポフォールは，鎮静，催眠，健忘あるいは制吐作用を有する静脈麻酔薬であり，

γ-aminobutyric acid（GABA）A 受容体のアゴニストと N-methyl-D-aspartate（NMDA）

受容体のアンタゴニストとして働き，中枢神経を広く抑制する 1,2)。プロポフォール

は，生体内での蓄積性が低く，早い作用発現と短い半減期などの利点を有する 2,3)。

一方，近年，中枢神経毒性による脳の発達の異常など，全身麻酔薬の繰り返し，ある

いは長期間の使用に起因する有害作用も指摘されている（FAD Drug Safety 

Communication, 2017）。プロポフォールは，顎骨への侵襲を伴う長時間の口腔外科処

置など様々な手術時の鎮静や全身麻酔に頻用されている。骨リモデリングに関与する

顎骨の骨芽細胞と破骨細胞もまた，プロポフォールの曝露を受けると考えられる。 

破骨細胞は，骨吸収で中心的な役割を担う多核の巨細胞であり，造血幹細胞由来の

単球・マクロファージ系の破骨細胞前駆細胞が互いに融合して破骨細胞へと分化する

4,5)。その分化の過程において，receptor activator of nuclear factor kappa B（RANK）ligand

（RANKL）と osteoprotegerin（OPG）の 2 つのサイトカインが重要な役割を果たす。

骨芽細胞やリンパ球が産生する RANKL が破骨細胞前駆細胞に発現する RANK に結

合すると，破骨細胞の分化が強く誘導され，破骨細胞性骨吸収は促進する 6)。dendritic 

cell-specific transmembrane protein（DC-STAMP）と osteoclast stimulatory transmembrane 

protein（OC-STAMP）は，破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化の過程で発現が増

加し，破骨細胞前駆細胞の融合に関与する 7-10)。一方，骨芽細胞が産生する RANKL

のおとり受容体である OPG は，RANKL/RANK の作用を減弱化させ，破骨細胞性骨

吸収を抑制する 7)。また，破骨細胞と破骨細胞前駆細胞は，RANK と相反する機能を

有する受容体，leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4（LGR4）を発

現する。すなわち，破骨細胞の形成は，RANKL と RANK の結合で促進し，RANKL
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と LGR4 との結合で抑制される 7,11,12)。さらに，破骨細胞は，eph-receptor interacting 

protein（Ephrin）B2を細胞表面に発現し，Ephrin B2がリガンドとして骨芽細胞のEphB4

受容体と結合すると，そのシグナルは破骨細胞側にも伝達されて分化が抑制される

13,14)。 

プロポフォールが破骨細胞の分化に及ぼす影響を調べた先行研究では，プロポフォ

ール投与が骨芽細胞による RANKL/OPG 産生比の低下を招き，破骨細胞の形成が減

少すること 15)や，破骨細胞へのプロポフォールの直接刺激で DC-STAMP の発現が増

加し，破骨細胞の分化が促進すること 16)が報告されている。プロポフォールは使用目

的によって投与時間が異なるが，前述の先行研究では，細胞の培養期間を通じて継続

的に破骨細胞や骨芽細胞をプロポフォールで刺激しており，一時的なプロポフォール

による曝露の影響は検討されていない。そこで本研究では，RANKL 誘導性の破骨細

胞分化の過程におけるプロポフォールによる一時的あるいは継続的な刺激が，破骨細

胞の分化に及ぼす影響について検討した。 
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材料および方法 

 

 

破骨細胞の培養とプロポフォールによる刺激 

本研究では，マウス単球/マクロファージ由来の RAW264.7細胞（大日本住友製薬）

を破骨細胞前駆細胞として用いた。本細胞は macrophage colony stimulating factor（M-

CSF）を必要とすることなく，RANKL の存在下で破骨細胞へ分化することが報告さ

れている 17-19)。RAW264.7 細胞を 24-well または 96-well プレートに 1×104 cells/cm2の

細胞密度で播種し，10%ウシ胎児血清と 1%ペニシリン/ストレプトマイシン（Sigma-

Aldrich）を含有したα-minimal essential medium（富士フィルム和光純薬）で，37℃，

5％CO2の条件で一晩，培養した。その後，50 ng/ml の可溶性 RANKL（富士フィルム

和光純薬）と 0（コントロール），10，20 または 30 µM のプロポフォール（丸石製薬）

を含む培地に交換し，5 時間，1.5 日間または 4 日間培養して RAW264.7 細胞を刺激

した。培養期間は 4 日間とし，5 時間と 1.5 日間プロポフォールで刺激した後は，プ

ロポフォールを含まない RANKL 添加培地で培養を継続した（Fig. 1）。  

 

 

Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）染色 

破骨細胞様細胞の形成は，TRAP 染色キット（コスモバイオ）を用いて細胞を染色

して確認した。細胞の染色像を倒立顕微鏡（DIAPHOT; Nikon）を用いて撮影し，画

像上で TRAP 活性陽性細胞（破骨細胞様細胞）の数を計測した。 

 

 

定量 real-time polymerase chain reaction（PCR） 

NucleoSpin RNA 抽出キット（タカラバイオ）を用いて，プロポフォールで 5 時間，

1.5 日間または 4 日間刺激された細胞から全 RNA を抽出した。PrimeScriptTM RT試薬

キット（タカラバイオ）に付属のランダムプライマー，dNTP と逆転写酵素を含む 20 
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µLの反応液に，1 µg の RNA を加えて cDNAを合成し，定量 real-time PCR に供した。

PCR の反応液 25 µL の組成は，1×RPR buffer，1.5 mM dNTP mixture，1×TB green I，

15 mM NgCl2，0.25 unit Ex Taq polymerase を含む TB Green○R Premix Ex TaqTM solution

（タカラバイオ），20 μM の forward と reverse のプライマー，および 2 µl の cDNA溶

液とした。なお，プライマーの塩基配列を Table 1 に示す。先行研究 18,19)を参考に，

熱変性，アニーリング，伸長反応からなる PCR 反応熱サイクルを 35回くり返した。 

Smart Cycler ソフトウエア（Cepheid）を用いて結果を分析し，PCR 産物の特異性は，

融解曲線分析を用いて確認した。DC-STAMP，OC-STAMP，LGR4，RANK および

EphrinB2 の遺伝子発現レベルは glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）

で補正し，コントロールとの相対比を求めた。 

 

 

統計学的分析 

結果は，一元配置分散分析後，Tukey の多重比較検定法を用いて検定した。p < 0.05

を有意差ありとした。 
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成 績 

 

 

DC-STAMP と OC-STAMP の遺伝子発現に及ぼすプロポフォールの影響 

RANKL 存在下にて 5 時間，1.5 日間または 4 日間プロポフォールで刺激された

RAW264.7 細胞の培養 4 日目における DC-STAMP と OC-STAMP の遺伝子発現を， 

real-time PCR で調べた。DC-STAMP の発現は，5 時間のプロポフォール刺激では，コ

ントロール（0 µM）と比較してわずかに増加したが，すべてのプロポフォール濃度と

コントロールとの間に有意差は認められなかった（Fig. 2A）。一方，1.5 日間と 4日間

の刺激では，コントロールと比較してすべてのプロポフォール濃度で DC-STAMP の

発現が有意に低下した（Fig. 2B, C）。DC-STAMP の発現と同様に OC-STAMP の発現

もまた，5時間の刺激ではすべてのプロポフォール濃度とコントロールとの間に有意

差は認められず（Fig. 3A），1.5 日間と 4 日間の刺激では，コントロールと比較して

10，20 または 30 µＭのプロポフォールで有意に低下した（Fig. 3B, C）。 

 

 

TRAP 陽性多核の破骨細胞様細胞の形成に及ぼすプロポフォールの影響 

RANKL 存在下にて 5 時間，1.5 日間または 4 日間プロポフォールで刺激された

RAW264.7 細胞を培養 4 日目に TRAP 染色した。5 時間のプロポフォール刺激では，

30 µM の濃度で僅かに TRAP の染色性が低下したが，10 µM と 20µM のプロポフォー

ルでは，コントロール（0 µM）と同程度の染色性を示した。一方，1.5 日間の刺激で

は 4 日間の継続刺激と同程度，プロポフォールの濃度依存的に TRAP 陽性の破骨細

胞様細胞の形成の抑制が認められた（Fig. 4A, B）。TRAP 陽性細胞を核数別に small（3

から 5 核），medium（6 から 9 核），large（10核以上）に分類して比較した結果を Fig. 

4C に示す。5時間の刺激では，いずれの分類の TRAP 陽性細胞の数も 30 µM のプロ

ポフォールでわずかに減少し，コントロール（0 µM）に比べて有意差を認めたが，10 
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µM と 20 µM のプロポフォールによる変化は観察されなかった。さらに，1.5 日間の

刺激では，small，medium および large のいずれの分類の TRAP 陽性細胞数も，コン

トロールに比べて 10 µM，20 µM および 30 µM のプロポフォールで有意に減少した。

この減少傾向は，4日間の継続的な刺激でも同様に認められた（Fig. 4C）。 

 

 

LGR4 と RANK の遺伝子発現に及ぼすプロポフォールの影響 

RANKL 存在下にて 5 時間，1.5 日間または 4 日間プロポフォールで刺激された

RAW264.7 細胞の培養 4 日目における LGR4 と RANK の遺伝子発現を，real-time PCR

で調べた。LGR4 の発現は，コントロール（0 µM）と比較して 20 µM と 30 µM のプ

ロポフォールによる 5 時間の刺激で有意に上昇した（Fig. 5A）。また，4 日間の刺激

では，コントロールと比較してすべての濃度のプロポフォールで LGR4 の発現が有

意に上昇した（Fig. 5C）。一方，1.5 日間の刺激では，すべての濃度のプロポフォール

とコントロールとの間で LGR4 の発現に有意差は認められなかった（Fig. 5B）。RANK

の発現は，コントロールに比べて 20 µM のプロポフォールによる 5 時間の刺激で有

意に低下し，30 µM では有意に増加した（Fig. 6A）。また，1.5 日間の刺激では，コン

トロールと比較して 20 µMと 30 µMのプロポフォールで RANKの発現が有意に低下

した（Fig. 6B）。さらに，4 日間の刺激では，コントロールと比較してすべての濃度の

プロポフォールで，RANK の発現は有意に低下した（Fig. 6C）。 

 

 

EphrinB2 の遺伝子発現に及ぼすプロポフォールの影響 

RANKL 存在下にて 5 時間，1.5 日間または 4 日間プロポフォールの刺激を受けた

RAW264.7 細胞の培養 4 日目における EphrinB2 の遺伝子発現を，real-time PCR で調

べた。5 時間，1.5 日間および 4日間の刺激で，コントロール（0 µM）と比較して 20 

µM と 30 µM のプロポフォールで EphrinB2 の発現は有意に上昇した（Fig. 7A, B, C）。  
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考 察 

 

 

本研究では，短時間の鎮静や全身麻酔でプロポフォールが一時的に投与された場合，

破骨細胞の分化に与える影響は僅かであることが示唆された。一方，プロポフォール

の投与が 1 日以上継続すると，その後，投与を中断しても継続的な投与と同程度に骨

のリモデリングに影響が及ぶ可能性があると考えられた。 

これまでに，破骨細胞の分化に及ぼすプロポフォールの影響は，破骨細胞前駆細胞

への直接刺激と骨芽細胞を介した間接的な刺激で異なることが報告されている。Kim

ら 16)は，継続的なプロポフォール刺激が，マウス骨髄由来マクロファージ系細胞の破

骨細胞への分化を誘導したと報告している。一方，Lee ら 15)は，マウス頭蓋冠から分

離した骨芽細胞をプロポフォールで刺激すると，RANKL/OPG 発現の比率が著しく減

少したと報告している。さらに Lee ら 15)は，プロポフォールで 7 日間刺激した骨芽

細胞の培養上清を含む培地で破骨細胞前駆細胞を培養すると，破骨細胞の分化が抑制

されることも報告している。本研究では Kim らの報告 16)とは異なり，破骨細胞前駆

細胞へのプロポフォールの直接的な刺激は，破骨細胞の分化を抑制した。破骨細胞前

駆細胞への直接的な刺激と骨芽細胞を介した間接的な刺激の違いはあるものの，本研

究結果は，プロポフォールが破骨細胞の分化を抑制する効果を報告した Lee ら 15)の

知見と一致した。 

本研究と Kim らの研究 16)では，使用した細胞などの実験条件にいくつか違いが認

められる。すなわち，Kim らの研究 16)では M-CSF と RANKL の存在下でマウス骨髄

から分離した単球系の細胞をプロポフォールで刺激している。一方，本研究では，

RANKL誘導性の破骨細胞分化のモデルとして多用されている RAW264.7細胞を使用

し，培地に M-CSF を添加していない。また，影響を認めたプロポフォールの濃度に

も違いが認められる。Kim らの研究 16)では，臨床で想定される血中濃度の範囲 20)で
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ある 5〜20 µM のプロポフォールでは，DC-STAMP の発現と TRAP 陽性細胞数に影

響は認められず，破骨細胞の分化を促進したプロポフォールの濃度は 50 µM であっ

た。一方，われわれは刺激濃度を検討するためのパイロット実験として RAW264.7 細

胞を 50 µM のプロポフォールで刺激したところ，細胞増殖が著しく抑制された（デ

ータ未提示）。したがって本研究では，細胞増殖に影響を認めなかった 10〜30 µM の

プロポフォールで RAW264.7 細胞を刺激することとした。 

RANKL が RANK に結合すると，破骨細胞の分化に関与する転写因子 nuclear 

translocation of nuclear factor of activated T cells c1 が，DC-STAMP の発現プロモータに

結合する。これにより，細胞の融合と多核化に必須である DC-STAMP の mRNAの転

写が開始される 21)。また，RANKL の存在下での破骨細胞形成は，OC-STAMP によっ

ても促進する 22)。本研究では，プロポフォールで 4日間継続的に刺激されたRAW264.7

細胞だけでなく，一過性（1.5 日間）のプロポフォール刺激の後に RANKL 存在下で

の培養を続けた RAW264.7 細胞でも，DC-STAMP と OC-STAMP の発現低下が認めら

れた。さらに，プロポフォールで 4 日間，継続的に刺激された細胞と 1.5 日刺激され

た細胞の両方で RANK の発現の低下が認められた。一方，破骨細胞の分化に抑制的

に働く RANKL 受容体 7,11,12)である LGR4 の発現は，RANK 発現の結果とは異なりプ

ロポフォールの 1.5 日刺激では変化せず，4 日間の継続刺激で増加した。これらの結

果から，プロポフォールによる一時的な刺激が 1 日を超えると RANK 発現の低下を

介して，また，刺激がさらに継続するとこれに加えて LGR4 発現が増加して，RANKL

誘導性の破骨細胞分化を抑制すると考えられた。  

骨芽細胞に発現する EphB4 受容体に破骨細胞の EphrinB2 が結合すると，破骨細胞

の分化が抑制されることが知られている 13, 14)。そこで，本研究では EphrinB2 の遺伝

子発現に及ぼすプロポフォール刺激の影響を調べた。その結果，いずれの刺激時間に

おいてもコントロールに比べて 20 µMと 30 µMのプロポフォールで EphrinB2の発現
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は増加した。これらの結果から，プロポフォールは RANKL/RANK 経路だけでなく，

EphrinB2/EphB4 経路にも影響を与えて破骨細胞分化を抑制する可能性が示唆された。

今後，プロポフォールが骨芽細胞の EphB4 の発現に及ぼす影響を検討する必要があ

る。 

本研究では，プロポフォールの 4 日間の継続的な刺激だけでなく，1日を超えた後

に刺激を中断しても破骨細胞様細胞の形成の抑制が認められた。破骨細胞性骨吸収の

抑制は，骨リモデリングのバランスを崩すだけでなく，骨に侵襲性のある治療では創

傷治癒への影響も懸念される。すなわち，静脈麻酔薬の長期あるいは頻回の使用は，

骨疾患のリスクを有する患者や骨に侵襲を伴う処置では，慎重を要すると考えられる。

これまでに，プロポフォールの長時間あるいは繰り返しの投与に起因するプロポフォ

ール症候群 23)では，その症状に骨代謝の変調は報告されていない。しかし，プロポフ

ォールの長期間の投与例が増えると，骨代謝への影響も明らかとなる可能性がある。 
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結 論 

 

 

本研究結果から，数時間の低濃度のプロポフォール投与は，RANKL 誘導性の破骨

細胞分化に顕著な影響を及ぼさないが，数日間のプロポフォールによる曝露を受ける

と，その後，投与を中断しても破骨細胞の分化・融合が抑制されると考えられた。す

なわち，プロポフォールの持続投与は，骨リモデリングのバランスを損なう可能性が

示唆された。  
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Table 1. PCR primer used in the experiments 

DC-STAMP 

Forward: CTAGCTGGCTGGACTTCATCC 

Reverse: TCATGCTGTCTAGGAGACCT 

 

OC-STAMP 

Forward: AGCTGTAGCCTGGGCTCAGAAG,  

Reverse: AGCCTGTGGTAGATGACAGTCGTG 

 

LGR4 

Forward: CTGATTGCCACGTGGGTTTAAGTAG  

Reverse: AGGACATTGCCAGTCCAGATGAG 

 

RANK 

Forward: TGCAGCTCAACAAGGATACG,  

Reverse: GAGCTGCAGACCACATCTGA 

 

EphrinB2 

Forward: ACCTGACTTCGGAGCTTGCA 

Reverse: GTAACACCCGAATCCATAGA 

 

GAPDH 

Forward: AAATGGTGAAGGTCGGTGTG 

Reverse: TGAAGGGGTCGTTGATGG 
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Fig. 1 The schematic diagram of the culture protocol for stimulation of RAW 264.7 cell 

with propofol.  
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Fig. 2 Effects of propofol on DC-STAMP mRNA expression in RAW264.7 cells. The cells 

were stimulated with 0 (control), 10, 20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 

h (A), 1.5 days (B) and 4 days (C), and DC-STAMP mRNA levels were determined on day 4 

of culture by real-time PCR. Bars indicate the mean ± standard deviation of three independent 

experiments. ***p < 0.001 (vs. control). 
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Fig. 3 Effects of propofol on OC-STAMP mRNA expression in RAW264.7 cells. The cells 

were stimulated with 0 (control), 10, 20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 

h (A), 1.5 days (B) and 4 days (C), and OC-STAMP mRNA levels were determined on day 4 

of culture by real-time PCR. Bars indicate the mean ± standard deviation of three independent 

experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (vs. control).  
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Fig. 4 Effects of propofol on TRAP staining. The cells were stimulated with 0 (control), 10, 

20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 h, 1.5 days and 4 days. At the day 4 of 

culture, cells were stained for TRAP activity (A). TRAP-positive cells with more than three 

nuclei (B) as well as cells classified according to the number of nuclei (C) were counted on 

day 4 of culture. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (vs. control).  
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Fig. 5 Effects of propofol on LGR4 mRNA expression in RAW264.7 cells. The cells were 

stimulated with 0 (control), 10, 20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 h (A), 

1.5 days (B) and 4 days (C), and LGR4 mRNA levels were determined on day 4 of culture by 

real-time PCR. Bars indicate the mean ± standard deviation of three independent experiments. 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (vs. control).  
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Fig. 6 Effects of propofol on RANK mRNA expression in RAW264.7 cells. The cells were 

stimulated with 0 (control), 10, 20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 h (A), 

1.5 days (B) and 4 days (C), and RANK mRNA levels were determined on day 4 of culture by 

real-time PCR. Bars indicate the mean ± standard deviation of three independent experiments. 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (vs. control).  
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Fig. 7 Effects of propofol on EphrinB2 mRNA expression in RAW264.7 cells. The cells were 

stimulated with 0 (control), 10, 20, or 30 µM propofol in the presence of RANKL for 5 h (A), 

1.5 days (B) and 4 days (C), and EphrinB2 mRNA levels were determined on day 4 of culture 

by real-time PCR. Bars indicate the mean ± standard deviation of three independent 

experiments. **p < 0.01, ***p < 0.001 (vs. control). 


