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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、メカニカルストレスの変化によって骨格筋で発現が変動する体液性
因子として、古典的Wnt-βカテニン経路の阻害因子であるDickkop (DKK)2に着目し、メカニカルストレスによっ
て誘導される筋と骨の相互連関におけるDKK2の役割と作用機序を検討した。これまでの研究成果として、メカニ
カルストレス低下およびアンドロゲン欠乏によって筋でのDKK2発現が増加することが明らかになった。さらに、
DKK2はマイオカインとして、メカニカルストレス低下およびアンドロゲン欠乏による骨量の減少に寄与すること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Myokines, humoral factors secreted from the skeletal muscles, have recently 
been getting attention as the key factors related to the interactions between muscle and bone. 
Dickkopf (DKK) 2 is known as an inhibitor of canonical Wnt/β-catenin signaling, and Wnt/β-catenin 
signaling is crucial for the maintenance of muscle and bone. The present study was performed to 
investigate the roles of DKK2 in the interactions between muscle and bone in response to mechanical 
stress in mice. In the present study, we showed that unloading and androgen deficiency enhance DKK2 
expression and secretion in the muscles of mice. Dkk2 might be involved in unloading- and androgen 
deficiency-induced muscle wasting and osteopenia as a myokine linking muscle to bone. 

研究分野： 生理学

キーワード： 筋骨連関　DKK2　骨粗鬆症　サルコペニア

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、メカニカルストレスに応答して骨格筋で発現が変化する新しいマイオカインとして、古典的Wnt-β
カテニン経路阻害因子であるDKK2に着目し、筋と骨のネットワークの視点から、DKK2が非荷重およびアンドロゲ
ン欠乏によるサルコペニアと骨粗鬆症に寄与することを初めて報告した。さらに、本研究成果から、DKK2は骨粗
鬆症とサルコペニアに共通した病態機序に寄与することが示唆され、骨粗鬆症とサルコペニアの診断に有用な血
中マーカーや治療標的となる可能性が考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 Wnt シグナルは発生、細胞分化・増殖、アポトーシス、幹細胞の機能維持など、多彩な作用
を有しており、βカテニンを介して細胞内情報を伝える古典的 Wnt-βカテニン経路とβカテニ
ンを介さない非古典的経路に大別される。Wnt シグナルは骨代謝においても生理的および病態
に重要な役割を果たしている。古典的 Wnt-βカテニン経路は骨形成に重要なシグナルであり、
その阻害因子であるスクレロスチンは、強力な骨粗鬆症治療薬の標的として期待され開発が進
んでいる。また、Wnt-βカテニン経路阻害因子である Dickkop (DKK)1 は、癌骨転移の病態に関
わること、secreted frizzled-related proteins (SFRPs) は、Wntリガンドと直接結合して古
典的、非古典的シグナルの両者を阻害することで、骨代謝調節に寄与する。DKK2はその欠損に
より骨量が減少することがマウスで示されているが、骨粗鬆症やサルコペニア病態での役割は
全く不明である。さらに DKK2 は、骨芽細胞の後期分化と石灰化に寄与することが示唆されてい
るが、そのメカニズムは詳細に検討されていない。一方で、骨格筋における Wntシグナルの重
要性も近年明らかになっており、古典的 Wnt-βカテニン経路は筋の再生や初期分化を促進する
ことから、筋の病態にも寄与する可能性があることが推測されている。 
 超高齢社会を迎えた我が国において、健康寿命を著しく損なう骨粗鬆症や筋量と筋機能の両
方が低下するサルコペニアへの対応が喫緊の問題となっている。さらに、サルコペニア患者で
は、骨粗鬆症による骨折リスクが高いことが示されてきた。これより、骨粗鬆症とサルコペニ
アの病因には共通したメカニズムの存在が推定されており、これには筋と骨の両者に同時に影
響を及ぼすメカニカルストレスなどの関与が示唆されている (Kawao and Kaji, J Cell Biochem 
2015)。 
 骨格筋は運動機能のほか、近年は生理活性を有する体液性因子（マイオカイン）を産生する
ことで、骨や脂肪などの他の組織に影響を及ぼす内分泌器官としても注目されている。最近、
サルコペニアと骨粗鬆症の病態の共通性から筋組織と骨代謝のネットワークに関する研究が国
内外で活発に行われている。運動により産生が低下するマイオカインであるマイオスタチンは、
筋に作用して筋量を減少させると同時に、骨にも作用して骨量を減少させることから、その受
容体に対する阻害抗体がサルコペニアと骨粗鬆症の両者に対する治療薬として期待されている。
私共は以前より筋と骨のネットワークに関する研究を進めており、これまでに、局所で筋骨化
を誘導する因子として Tmem176b、MMP-10 (Yano, Kawao et al., Exp Clin Endocrinol Diabetes 
2013; Mao, Kawao et al., Endocr J 2013) を、メカニカルストレスにより誘導される筋と骨
のネットワークに寄与する因子として、フォリスタチンとアイリシンの役割を明らかにしてき
た (Kawao et al., J Cell Physiol 2018; Kawao et al., Calcif Tissue Int 2018)。 
 これらの知見から、骨格筋と骨代謝の調節に重要な役割を果たす古典的 Wnt-βカテニン経路
が、メカニカルストレスによって誘導される筋と骨のネットワーク機構で中心的な役割を果た
す可能性が考えられる。しかし、これまでに筋と骨のネットワーク機構における古典的 Wnt-β
カテニン経路の役割については全く検討されていない。 
 

２．研究の目的 

 サルコペニアと骨粗鬆症を同時に引き起こす病態として、長期臥床による不動状態などメカ
ニカルストレスの減少は重要である。そこで本研究課題では、メカニカルストレスに応答して
骨格筋で発現が変化する古典的 Wnt-βカテニン経路阻害因子を同定し、筋と骨のネットワーク
の視点から、サルコペニアと骨粗鬆症に共通する病態機序における役割を明らかにすることを
目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) メカニカルストレスがマウス骨格筋における DKK2 発現におよぼす影響 
 メカニカルストレスを変化させるマウスモデルとして、3 週間後肢懸垂したマウス、4 週間
3g 過重力負荷をかけたマウスモデルを使用し、抗重力筋であるヒラメ筋において、網羅的遺伝
子発現解析 (DNA マイクロアレイ) を行なった。各モデルマウスから、遅筋線維が豊富な筋と
してヒラメ筋を、速筋線維が豊富な筋として腓腹筋を摘出し、DKK2とその他の Wnt シグナル阻
害因子として DKK1, 3 および SFRP1, 2, 3, 4, 5 の発現量および各種 Wnt の発現をリアルタイ
ム PCR 法およびウェスタンブロット法によって解析した。さらに、各モデルマウスにて ELISA
法により血中 DKK2 濃度を測定した。 
 
(2) メカニカルストレスによって誘導される筋と骨のネットワークにおける DKK2 の役割 
 後肢懸垂マウスにおいて、骨格筋指標として、定量 CT 装置による筋量測定、筋機能指標とし
て四肢握力を測定した。さらに、脛骨において、定量 CT 装置による骨密度（BMD）測定、分子
生物学的手法による骨分化関連因子 RANKL、オステオプロテジェリン（OPG) 発現量の測定を行
った。DKK2血中濃度と骨代謝関連指標との関連を単相関分析によって解析した。 
 



(3) メカニカルストレスによる筋での DKK2発現制御機構の解析 
 マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞を用いて、剪断ストレスが DKK2の発現に及ぼす影響をリアルタ
イム PCR法によって解析した。さらに、メカニカルストレスにより活性化されるプロスタグラ
ンジンの合成経路の阻害剤を用いて、メカニカルストレスによる DKK2の発現制御のメカニズム
を検討した。 
 
(4) DKK2 の筋と骨への作用とそのメカニズムの解析 
① 筋細胞の解析：C2C12 細胞を用いて、DKK2が筋分化関連因子 (MyoD, Myogenin, Myosin heavy 
chain)発現、筋蛋白合成に関連する mTOR経路、筋蛋白分解関連因子 (Atrogin1)発現に及ぼす
影響をリアルタイム PCR 法およびウェスタンブロット法によって解析した。 
 
② 骨形成系の解析：マウスの初代培養骨芽細胞を用いて、骨芽細胞分化関連因子 (Runx2, 
Osterix, ALP, オステオカルシン) 発現、ALP活性、古典的 Wnt-βカテニン経路活性化(βカテ
ニンレベル、βカテニンリン酸化)を検討した。さらに、アリザリンレッド染色法により石灰化
能を検討した。 
 
③ 骨吸収系の解析：マウス単球様 RAW264.7 細胞からの破骨細胞形成系により、TRAP 染色法に
よる破骨細胞形成能を検討した。 
 
(5) 骨粗鬆症およびサルコペニア病態における DKK2の役割 
 精巣摘出によるアンドロゲン欠乏マウスを用いて、研究方法 2)と同様に、骨格筋と骨代謝の
指標を検討し、血中 DKK2 濃度との関連を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) メカニカルストレスがマウス骨格筋における DKK2 発現におよぼす影響 
 抗重力筋であるヒラメ筋において、非荷重および過重力に応答する体液性因子を探索するた
めに DNA マイクロアレイ解析を行った。その結果、発現量が非荷重によって 2 倍以上に増加し、
過重力によって 0.5倍以下に減少する体液性因子として、DKK2が抽出された。この解析におい
て、他の Wntシグナル関連分子（DKK、Sfrp、Wntリガンド）にこの様な変化はなかった。後肢
懸垂はヒラメ筋 DKK2 mRNA とタンパク発現を増加させた。さらに、後肢懸垂はヒラメ筋の DKK3 
mRNA発現を増加させたが、DKK1、Sfrp1, 2, 3, 4, 5 mRNA 発現に影響をおよぼさなかった（図
１）。一方、後肢懸垂は腓腹筋の DKK1, 2, 3, 4 mRNA 発現に影響をおよぼさなかった。また、
過重力はヒラメ筋 DKK2 mRNA 発現を減少させたが、DKK1, 3 および Sfrp1, 2, 3, 4, 5 mRNA 発
現に影響をおよぼさなかった。後肢懸垂および過重力は脛骨 DKK2 発現に影響をおよぼさなかっ
た。血中 DKK2濃度は後肢懸垂によって増加し、過重力によって減少した（図２）。これらの結
果より、マウスにおいて、メカニカルストレスの低下により抗重力筋における DKK2 産生と血中
への分泌が増加することが示唆された。 

 
図１．後肢懸垂（HU）がヒラメ筋 DKKおよび Sfrp発現におよぼす影響 
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図２．後肢懸垂(HU)と過重力(3 g)が血中 DKK2濃度におよぼす影響 
 
 

(2) メカニカルストレスによって誘導される筋と骨のネットワークにおける DKK2 の役割 

 後肢懸垂は下腿筋量、腓腹筋およびヒラメ筋重量、四肢握力を減少させた。さらに、後肢懸

垂は脛骨の海綿骨 BMDを低下させたが、皮質骨 BMDに影響をおよぼさなかった。また、後肢懸

垂は RANKL 発現と RANKL/OPG 発現比を増加させたが、OPG mRNA発現には影響をおよぼさなかっ

た。実験に用いたマウス検体を用いて、単相関分析を行ったところ、血中 DKK2濃度やヒラメ筋

DKK2 発現は、海綿骨 BMD と有意な負相関を示した（図３）。さらに、血中 DKK2 濃度は脛骨

RANKL/OPG 発現比と有意な正相関を示した。また、血中 DKK2 濃度やヒラメ筋 DKK2 発現は、下

腿筋量、ヒラメ筋および腓腹筋重量と有意な負相関を示した。これらの結果から、メカニカル

ストレスの低下によって抗重力筋から血中への DKK2の分泌増加が、骨密度減少に寄与すること

が示唆された。 

 

図３．血中 DKK2濃度およびヒラメ筋 DKK2 発現と骨密度の相関分析 

 
 
(3) メカニカルストレスによる筋での DKK2発現制御機構の解析 
 マウス筋芽細胞株C2C12細胞および馬血清により筋管細胞に分化させたC2C12細胞において、
剪断ストレスは DKK2発現を有意に減少させた。この剪断ストレスによる DKK2発現減少は、非
選択的シクロオキシゲナーゼ(COX)阻害剤インドメタシンおよび COX-2選択的阻害剤 NS-398に
よって回復した。さらに、プロスタグランジン E2は C2C12筋芽細胞および筋管細胞において DKK2
発現を減少させた。これらの結果より、筋芽細胞および筋管細胞において、剪断ストレスはプ
ロスタグランジン E2産生を介して DKK2 発現を減少させることが示唆された。 
 
 
(4) DKK2 の筋と骨への作用とそのメカニズムの解析 
① 筋細胞機能におよぼす作用 
 馬血清による筋管に分化させた C2C12細胞において、DKK2は MyoD, Myogenin, Myosin heavy 
chain-I 発現を減少させた。さらに、DKK2 は筋蛋白合成に関連する Akt と p70 S6 キナーゼの
リン酸化を抑制し、筋蛋白分解に関連する Atrogin-1発現を増加させた。これより、DKK2 は非
荷重による筋萎縮に寄与することが示唆された。 
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② 骨芽細胞におよぼす作用 
 マウスの初代培養骨芽細胞において、DKK2は骨芽細胞分化関連因子である Runx2, Osterix, 
ALP, オステオカルシン発現を有意に減少させた（図４）。さらに、DKK2はマウス骨芽細胞にお
ける ALP 活性および石灰化を有意に抑制した（図４）。一方、DKK2 はマウス骨芽細胞において
RANKL 発現および RANKL/OPG 発現比を増加させ、OPG 発現を減少させた。これより、DKK2 は骨
芽細胞の分化、ALP 活性、石灰化能を抑制することが示唆された。 
 

 
図４．DKK2が骨芽細胞機能におよぼす影響 

 
 
③ 破骨細胞におよぼす作用 
 マウス単球様 RAW264.7 細胞において、DKK2 は RANKL によって誘導される破骨細胞形成に影
響をおよぼさなかった。 
 
 
(5) 骨粗鬆症およびサルコペニア病態における DKK2の役割 
 マウスにおいて、精巣摘出は四肢握力、全身筋量、ヒラメ筋および前脛骨筋の重量を有意に
減少させた。さらに、精巣摘出は脛骨の海綿骨 BMDを低下させたが、皮質骨 BMDに影響をおよ
ぼさなかった。精巣摘出はヒラメ筋 DKK2 mRNA とタンパク発現を増加させた（図５）。一方、精
巣摘出は DKK1, 3 および Sfrp1, 2, 3, 4, 5 発現に影響をおよぼさなかった。さらに、精巣摘
出は血中 DKK2濃度を有意に増加させた（図５）。実験に用いたマウス検体を用いて、単相関分
析を行ったところ、血中 DKK2 濃度は、海綿骨 BMD と有意な負相関を示した（図５）。C2C12 細
胞での検討において、テストステロンは DKK2 mRNA 発現を有意に減少させた。これらの結果か
ら、マウスにおいて、アンドロゲン欠乏による抗重力筋からの DKK2産生増加が、骨密度減少に
寄与することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．精巣摘出(ORX)がヒラメ筋 DKK2発現、血中 DKK2 濃度におよぼす影響と血中 DKK2濃度と

脛骨海綿骨骨密度との相関分析 
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