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研究成果の概要（和文）： 

TNNI3K は心筋に特異的に発現し、心筋トロトポニン I （学名 TNNI3、略称：cTnI）と相互作用

する 新規 MAP キナーゼである。本研究は cTnI の生理機能に対する TNNI3K の修飾機序および

病理学的意義を検討すると共に虚血性心疾患の新しい分子機序の解明と、それを用いた新たな

治療戦略の開発を目的とする。In vitro 実験では PKC、PKA などのリン酸化酵素の阻害薬の投

与で、培養心筋細胞の拍動リズムおよび拍動頻度変化に対して TNNI3K 高発現の効果を検討し

たが、TNNI3K 高発現は cTnI のリン酸化を抑制すると共に PKA パスウェイの活性化を介して心

筋細胞の収縮力を促進し、その拍動率も上昇させることが示唆された。In vivo 実験では本研

究室で開発した in vivo エレクトロポレーション遺伝子導入法を用いてマウス心臓局所での発

現を持続的に亢進させる TNNI3K と心筋収縮力調節蛋白 cTnI との生理学的相互作用及びマウ

ス心筋梗塞などに及ぼす TNNI3K 遺伝子変異した後マウス心臓の不整脈発生率が増加されるこ

との病理学的意義とそれに関する機序を明らかに解明した。我々の結果より、TNNI3K 高発現が

心筋虚血や心筋梗塞による心機能傷害に及ぼす保護作用の機序を解明すること、および、TNNI3K 

を用いた心疾患の早期診断薬の開発や不整脈の新たな治療戦略を提案するが可能になるものと

期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
TNNI3K is a MAP kinase specifically and continuously expressed in cardiac muscle and interacted with 
cardiac troponin I (TNNI3, or: cTnI). The aim of this study is to investigate role of TNNI3K interacting 
with cTnI on modification the physiological function of cardiomyocytes, suppressing some pathological 
injuries and to explain the new molecular mechanism for TNNI3K-mutant in the ischemic coronary 
heart diseases, and hope to develop some new therapeutic strategies. 

In the in vitro experiments, 1) Effects of PKC inhibitor (GF109203X) or PKA activator (Br-8-cAMP) 
on the beating frequency were investigated in P19CL6-derived culture beating cardiomyocytes. Results 
showed that TNNI3K-overexpression increased the contractility and beating frequency together with 
restrained phosphorylation of cTnI through activation of the PKA pathway but not by blocking of the 
PKC pathway. 2) Availability of plasma TNNI3K level was investigated using with anti-TNNI3K 
poly-antibodies in patients diagnosed as AMI (n=40), chronic heart failure (CHF, n=18) and acute renal 
failure (ARF, n=6); and in healthy volunteers (n=12). Data shown that circulating TNNI3K levels were 
significantly higher in AMI (p<0.001) when compared with other two groups, indicating that 
measurement of circulating TNNI3K level may be a novel and useful tool to diagnose AMI. 

In the in vivo experiments, a mutated TNNI3K gene obtained from substitution of serine at 835-836 
sites with alanine and was directly transfected into beating hearts using an in vivo gene electroporation 
method. Then, incidence of arrhythmic outbreak was examined in 1) control; 2) wild TNNI3K gene, and 
3) TNNI3K-mutant gene introduction groups. The incidences of arrhythmias including bigeminy, 
tachycardia and bradycardia in the TNNI3K-mutant group were significantly higher than that in other 
two groups. It is expected that the elucidation of the molecular mechanisms would be connected for 
creation of some new anti-arrhythmic drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
TNNI3K は胎児から成人まで心筋に特異的かつ持

続的に発現する新規 MAP キナーゼである。共同研

究者らは最近このキナーゼの遺伝子を同定し、

MAPKKK の一種である integrin-linkedkinase のサブ

ファミリーの一つであると報告した( Zhao Y, et al. 

J. Mol. Med. 2003)。我々も心筋に特異的に発現し

cTnIと特異的に相互作用する TNNI3K による cTnI

活性調節に着目し、多能性幹細胞である P19CL6 細

胞に TNNI3K 遺伝子を導入し、高発現させた細胞か

ら心筋細胞を誘導する実験結果から、TNNI3K は心

筋細胞への分化初期に見られるアポトーシスを抑

制して心筋細胞の発生分化を促進することを明ら

かにしたが、TNNI3K は特異的にトロポニン Iと結

合し、心筋収縮力や心機能を調節することが推測

された。TNNI3K 高発現は心筋細胞の自発拍動頻度

や収縮力を増強させ、この心筋収縮機能の促進機

序は cTnI のリン酸化抑制による、自発活動電位第

４ 相の自動脱分極速度の促進であることを明ら

かにした(Lai ZF.et al Am J Physiol Heart Circ 

Physiol. 2008)。本研究では応募者のこれまでの研

究成果を踏まえて、TNNI3K 高発現が心筋トロトポ

ニンI の機能および心機能傷害に及ぼす作用を解

明したい。 

 
 
２．研究の目的 
TNNI3K は心筋に特異的に発現し、心筋トロトポニ

ン I と相互作用する 新規 MAP キナーゼである。

本研究は心筋トロトポニン I（学名 TNNI3、略称：

cTnI）の生理機能に対する TNNI3K の修飾機序お

よび病理学的意義を検討すると共に虚血性心疾患

の新しい分子機序の解明と、それを用いた新たな

治療戦略の開発を目的とする。In vitro 実験では

PKC、PKA、PKG などのリン酸化酵素の阻害薬やリ

ン酸化サイトを変異させた cTnI を用いて TNNI3K 

の効果を検討するが、In vivo 実験では本研究室

で開発した in vivo エレクトロポレーション遺伝

子導入法を用いてマウス心臓での発現を持続的に

亢進させ TNNI3K と心筋収縮力調節蛋白 cTnI と

の生理学的相互作用及びマウス心筋梗塞などに及

ぼす TNNI3K の病理学的意義を明らかにする。

TNNI3K を用いた心疾患の新たな治療戦略を提案

する。 

 
 
３．研究の方法 
まずP19CL6 ES 細胞由来の心筋細胞分化モデルを

用いて、心筋細胞の細胞電気生理学特徴及び収縮

力の変化に対するTNNI3K 高発現の効果とその機

序を検討する。特に、心筋トロトポニンI のリン

酸化に関するPKA, PKC 及びPKG 三つ経路の遮断薬

を投与した条件下にTNNI3K 高発現の心筋活動電

位や心筋収縮力への効果を観察する。次にP19CL6 

細胞に、cTnI の変異遺伝子や非活性型TNNI3K 変

異遺伝子を発現させてトロポニンI のリン酸化が

電気活動及び心筋収縮に及ぼす効果を調べる。そ

の一環としてP19CL6 細胞由来の心筋細胞におけ

るTNNI3K 高発現とｃTnI 機能の相互作用の機序

を検討する。一方、in vivoエレクトロポレーショ

ン遺伝子導入法を用いてマウス心臓での発現を持

続的に亢進させ、このモデルで心機能や形態変化

を追跡することによりTNNI3K 高発現が心筋傷害

後の心臓のリモデリングや心機能低下に対してど

のような作用を有するかを解析し、抗TNNI3K-ポリ

クローナル抗体を用いた血中TNNI3K濃度の変化を

測定する。 

 
 
４．研究成果 

1) in vivo エレクトロポレーション遺伝子導入法

を用いてマウス心臓で TNNI3K 遺伝子高発現や

TNNI3K 変異遺伝子高発現モデルの作成。 



TNNI3K 変異遺伝子(S835-836A）を導入した後モデ

ルはマウスの二段脈、三連発、心室性頻脈などを

含む不整脈モデルが再現できるので、有効な不整

脈の発生機序や治療効果の評判について、よいモ

デルであると示唆される[Lai ZF, Chen YZ, ら: 
Resuscitation Science Symposium (ReSS) AHA 
2012 (Los Angeles, CA,USA). Nov.3-6, 2012]。 

  

2) 心筋細胞収縮機能調節における TNNI3K と

cTnI の相互作用--- P19CL6 細胞から分化した

心筋細胞を用いた TNNI3K と cTnI 相互作用の解

析 

我々は Flag-only および TNNI3K 高発現 P19CL6 細

胞群由来の心筋細胞における、その心筋細胞の拍

動頻度の変化に対して PKC の阻害薬である

GF109203X、プロテインキナーゼ A(PKA)の活性剤

である 8-Br-cAMPおよび広い細胞浸透性プロテイ

ンキナーゼ阻害剤である staurosporine の効果を

検討した。結果より,(1)GF109203X はその濃度が

20 から 120nM までを投与すると、Flag-only 実験

群にも、TNNI3K 高発現実験群にも、その心筋細胞

の拍動頻度は、約 25%を増加した。(2)8-Br-cAMP

は、対照実験群より、TNNI3K 高発現実験群の場合

に、その濃度依存的に心筋細胞の拍動頻度の増加

の程度は高かった。(3) Staurosporine は野生型

細胞群由来の心筋細胞の拍動頻度にあまり影響を

与えないが、TNNI3K 高発現細胞由来の心筋細胞に

は濃度依存的にその拍動頻度を抑制したことが認

められた。 

 

3) TNNI3K 高発現が慢性の心筋および心機能傷

害に及ぼす作用を調べる。--- TNNI3K 遺伝子 C

末端の調節領域の変異とマウス心臓不整脈の発生。 

最近我々は、心筋に特異的に発現する TNNI3K の遺

伝子を高発現させることにより心筋細胞への分化

初期に見られるアポトーシスが抑制され、心筋細

胞の自発拍動頻度や収縮力が増強されることを明

らかにした。TNNI3K 高発現心筋前駆細胞をラット

やマウスの梗塞心筋局所へ移植するとその心筋細

胞再生の促進、梗塞面積の減少、左心室リモデリ

ングの改善が見られた（特許：頼仲、ら;論文:Lai, 

et al: Am J. Physiol. Heart Circ Physiol. 2008; Lai ZF: 

Recent Patents on Cardiovasc. Drug Dis. 2009; Lai 

and Chen: World J. Hypertens. 2012）。今回我々は、

野生型 TNNI3K 遺伝子と C 末端の調節領域である

835 と 836 番目の Ser を Ala に置換する変異遺伝

子(S835A,S836A)を導入した in vitro 心筋細胞モ

デルおよび in vivo マウスモデルの心筋細胞や心

拍動状況を観察し、変異遺伝子を導入した実験群

は対照実験群に比べて不整脈の発生頻度を検討し

た。 

 

 4）MAP キナーゼ TNNI3K を用いた新しい心

疾患診断薬の展開研究と開発----- TNNI3K を用

いた虚血性心疾患の新い診断薬の開発 

TNNI3K の全長リコンビナント蛋白を用いて、抗

TNNI3K ポリクローナル抗体を作成した。我々はこ

の TNNI3K キットを利用して、健常者血清と急性心

筋梗塞(AMI)患者血清および急性腎不全や慢性心

不全歴のある人の血液標本を検体として TNNI3K

の血中レベルを測定した。その結果、AMI 患者の

血中 TNNI3K 濃度は正常健康者より十倍以上高い

という結果が得たが、急性腎不全患者、慢性心不

全歴のある患者の血中 TNNI3K 濃度は正常健康者

と比べて有意の差はなかった。さらに、我々は、

AMI 患者の血中 TNNI3K 濃度と心筋トロポニン

I(cTnI)濃度の変化を比較した。AMI 患者の血中

TNNI3K の上昇程度は cTnI のより高かった。さら

に、血中 cTnI濃度の上昇は、AMI患者のみならず、

他の 6 例の急性腎不全患者の血液サンプルにも有

意に増加することが見られたが、同じ患者のサン

プルを使って TNNI3K 濃度では増加していなかっ

た。 
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