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研究成果の概要（和文）： 
我々はマウス抗ヒトTNNI3Kモノクローナル抗体を用いた、虚血性心疾患の病態診断薬のELISA法と金コロイド-銀増幅法
を開発した。その結果より、血中TNNI3Kレベルの測定は急性心筋虚血や心筋梗塞など急性心筋損傷の早期診断に有用と
考えられた。特に、TNNI3K-金コロイド銀増幅型検査チップの作製を開発成功ことは、方法簡単，経時短い、感度高い
の心筋虚血疾患の診断チップを使用可能になります。これらの結果より、血中TNNI3Kレベルは、急性心筋損傷の診断に
効果的な診断マーカーであり、本診断試薬を用いた血中TNNI3Kレベル測定は急性心筋虚血や心筋梗塞など急性心筋損傷
の早期診断に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：
 Circulating TNNI3K level was investigated using anti-TNNI3K monoclonal antibodies with ELISA and gold 
colloid-based TNNI3K methods to diagnose cardiac ischemia diseases including acute myocardial ischemia 
diseases(AMI).
　Our data obtained from ELISA-method shown that circulating TNNI3K levels were significantly higher in 
AMI patients(p<0.01), and measurement of circulating TNNI3K concentrations is a useful diagnosing tool 
for AMI. Using gold colloid based-silver enhanced TNNI3K biochips, not only increased sensitivity but 
also enhanced specificity & shortened mesurement-time significantly(15 min)compared with ELISA 
method(P<0.01). The gold colloid based-silver enhanced TNNI3K biochips may be a new and good bio-diagnose 
tool for early diagnose of some patients suddenly onset acute myocardial ischemia diseases. In 
conclusion, using gold colloid-based TNNI3K biochips can significantly shorten the diagnosis period, 
enhance the diagnosis rate for diagnosising ischemic cardiac diseases.

研究分野：薬理学、創薬ゲノム薬理学、循環器薬理学
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１．研究開始当初の背景 

冠状動脈閉塞による心臓病は、狭心症から致命的急性心

筋梗塞（AMI）まで様々な病態を呈する。特に AMI は死

亡率が約 30％と非常に高く、発症から 24 時間、3 日、

一週間と経過する過程で早期診断と集約的治療を行う

ことができるかがその救命率を左右する。確定診断には

心電図の変化と CPK, troponin（cTnI, T）等の診断マー

カーによって行なわれているが、まだ、早期診断には不

十分で、確定され得ない症例や、偽陽性も多く(Apple FS

ら. Eur Heart J. 1998)、より優れた高精度で高感度の

心筋梗塞診断技術の確立が望まれている。 

TNNI3K は心筋に特異的かつ持続的に発現し、cTnI と相

互作用する新規 MAP キナーゼ、cardiac troponin 

I-interacting kinase である。近年我々は、多能性幹細

胞である P19CL6 細胞に TNNI3K 遺伝子を導入し、TNNI3K

高発現が心筋細胞の自発拍動頻度や収縮力を増強させ

るが、この心筋収縮機能促進の機序には cTnI のリン酸

化抑制によること、自発活動電位第４相の自動脱分極速

度の促進によることを明らかにした; これらの成果に

関する特許も取得している。 

TNNI3K は、急性心筋梗塞 AMI 時には心筋から逸脱する酵

素であるが、心筋の再生および生理機能の維持には必須

の特異的分子である。このような心筋機能の重要分子を

ターゲットして心筋梗塞の診断をすることがより信頼

性の高い確認診断を可能とすると考えられる。最近我々

はTNNI3Kのリコンビナント蛋白を抗原とする、抗TNNI3K

ポリクローナル抗体を作成し、健常者血清と 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 濃度は他の実験群（健常

志願者, 急性腎不全, 慢性心不全）より十倍以上高い結

果を得た。一方、血中TNNI3K濃度とcTnI濃度を比較すると、

AMI の血中 cTnI の上昇は TNNI3K のより低く、血中 cTnI

濃度の上昇は、AMI 患者のみならず、急性腎不全(ARF)

患者の血液サンプルにも見られ、TNNI3K と比べ特異性が

低いと考えられた。 

２．研究の目的 

TNNI3Kは心筋特異的に発現する細胞質局在のMAPキナー

ゼである。本研究は、抗ヒト TNNI3K モノクローナル抗

体を用い通常のELISA法及び金コロイド銀増幅法を駆使

して、虚血性心疾患に対する特異性の高い診断薬開発を

行い、心筋虚血疾患の予防と治療に資することを目的と

する。研究計画：1)抗ヒト TNNI3K モノクローナル抗体

の精製、抗体価の確認及びその抗体を用いた迅速な

ELISA 測定系、金コロイド銀増幅型診断チップの確立；

2)300 例の血液サンプルのよる検証；3)心疾患発症と血

中 TNNI3K 濃度の経時的相関性の確認；4)既存の診断薬

との比較を行う、虚血性心疾患の新規、高特異的迅速な

診断試薬を開発する。 

その研究期間内に、我々は抗ヒト TNNI3K モノクロー
ナル抗体を用いて、虚血性心疾患の新型で、特異性が高

いより迅速な診断試薬を開発する。その為に：a.抗
TNNI3Kモノクローナル抗体を用いた ELISA測定系の
確立；b.新型で特異性が高く迅速な金コロイド銀増幅型
診断試薬系の作製および ELISA測定系との比較；c.300

例以上のヒト血液サンプルでの検証；d.心疾患発症と血
中 TNNI3K 濃度の経時的相関性の分析、e.既存の cTnI
マーカーとの比較を明らかにしようと考えられた。 

３．研究の方法 
本研究は、我々開発した抗ヒト TNNI3K モノクローナル

抗体を用いて、TNNI3K 診断薬の通常の ELISA 法及びナノ

金コロイド銀増幅法を樹立し、虚血性心疾患に対する特

異性の高い診断薬を開発する目的とする。研究計画：1)

抗ヒト TNNI3K モノクローナル抗体の精製、抗体価の確

認及び迅速な ELISA 測定系、金コロイド銀増幅型診断チ

ップの確立；2)300 例の血液サンプルの検証；3) 既存の

診断薬との比較；4) マウス急性心筋梗塞モデルを利用

して、心疾患発症と血中 TNNI3K 濃度の経時的相関性の

分析を行う。 

その研究の目標として、申請者はこれまでの研究成果を

発展させ、抗ヒトTNNI3Kモノクローナル抗体を用いて、

虚血性心疾患の新型、特異性が高い、快速な診断試薬を

開発することを目標とする。具体的には、以下の３つ研

究を展開する：a.抗TNNI3Kモノクローナル抗体を用いた

ELISA測定系の確立、300例以上血液サンプルの検証；b.

新型で特異性が高い、迅速なTNNI3Kの金コロイド銀増幅

型診断試薬システムの作製およびその効果のELISA測定

系との比較；c.心疾患発症と血中TNNI3K濃度の経時的相

関性の分析、既存のcTnIマーカーとの比較を行う；d.東

アジア地域の多くの検体による心筋梗塞等の急性期心

疾患患者における有用性の検討を行なう。 

 

１）抗TNNI3Kモノクローナル抗体の作製：TNNI3Kリ
コンビナント蛋白をマウスに免疫した後、得た脾臓細胞

とNS-1ミエローマ細胞とを融合し、抗体産生TNNI3K 
-NS-1ハイブリドーマを選択、培養し、BALBcマウスに
移植、腹水から得られる抗体を大量調製し、精製、抗体

価確認、抗体価が測定によって最適のクローンを選別す

る。その後、抗体価が高いクローンを、トータルが？種

類があったが、得られた抗ヒトTNNI3Kモノクローナル
抗体を用いて、ELISA法によるTNNI3K診断キットを作
成した。 

2）ELISA法の TNNI3K診断キットを用いた心筋虚血患
者の血中 TNNI3K 濃度を測定し、ELISA 法による
TNNI3K診断キットを用いた、急性心筋梗塞を含む心筋
虚血患者 300例の血中 TNNI3K濃度を調べた。 

3）TNNI3K-金コロイド銀増幅型検査チップの作製と調
製を行なった。我々は TNNI3K－-金コロイド銀増幅型
検査チップを成功に作製し、TNNI3K診断チップの感度
を増幅して、将来的に、虚血性心疾患の快速の診断薬と

して開発可能であると考えられた。（Fig. 3） 

 
４．研究成果 
1）TNNI3K リコンビナント蛋白を用いた、抗ヒ
トTNNI3Kモノクローナル抗体の作製 
実験は全長アミノ酸配列をコードする cDNA より作製し

たリコンビナント TNNI3K 蛋白に対する抗体を作成し、

その IgG 分画を用いてリコンビナント TNNI3K に対する

反応特異性を血清の存在および存在下で電気泳動後、イ

ムノブロット法にて確認した。各種濃度のリコンビナン

ト蛋白を用いて検量線を作製し,蛍光 ELISA 法の性能を



評価した。 

2）抗 TNNI3K モノクローナル抗体を用いた心筋
虚血疾患患者及び正常健常者の血液サンプルを利
用してその抗体の効果を検定した。 
 
我々は共同研究者の中国幹南医学院付属病院心内科の

王小萍教授の研究チームとの共同研究で、同病院で心筋

虚血疾患に診断された患者さん（93名）の血液サンプル

及び健康診断を採血後健常者（93 名）の廃棄血液サンプ

ルを利用して、抗 TNNI3K モノクローナル抗体の効果を

検定した。その結果、心筋虚血実験群はその血中 TNNI3K

濃度が健常者実験群により、有意的に増加したことが示

唆されました（p<0.01, 図１） 

 

3).モウスの急性心筋梗塞モデルを用いた血中
TNNI3K濃度の計経時的な変動。 
 

マウス急性心筋虚血の発症から血中 TNNI3K 濃度に上昇

時間、ピーク及び持続時間のデータを取得する（手術後

2,4,6,12,24,32,48 時間で尾に採血して、ELISA 法で比

較を行なった）。結果より、血中 TNNI3K 濃度は虚血開始

2時間後から上昇し、12 時間後にはピークに達し、48時

間後にも同様な高いレベルを維持していることを示唆

した。（Fig. 2） 

 

4). TNNI3K診断薬と他の診断剤の比較 
 
新規性：TNNI3K は心筋に特異的に発現している新規 MAP

キナーゼであり、逸脱酵素として現在用いられている各

種の心筋細胞傷害マーカー分子では捉えられない心筋

の再生および収縮力についての情報を与える新規病態

マーカーとなることが期待される。 

*：表１：異なる方法で血中 TNNI3K 濃度を測定する方法の比較； 
*：表 2： TNNI3K キット（診断チップ）と他の診断キとの比較 
（詳細的には頁 5の表 2に参考） 

 

優位性：TNNI3K は細胞質及び細胞核内に局在し、心筋虚

血や心筋梗塞で細胞死やアポトーシスなど心筋傷害に

より細胞外に逸脱する可能性がある。TNNI3K を用いた新

しい心疾患診断薬については特異性及び感受性が高い。 

 

5). 金コロイド銀増幅法の作成と血中
TNNI3K濃度への反応効果とELISA法の速
度との比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
我々は、TNNI3K-金コロイド銀増幅型検査チップを作製
し、その TNNI3K-金コロイド銀増幅型検査チップを用い
た TNNI3K 抗体の反応性及び反応速度を検討した。全血
或いは血清のサンプルを用いた，展開液をサンプル添加
部に滴下して、反応終わるまでやや 15 分時間で結果を
見えた。即ち、金コロイドに固定化された抗体が目的の
抗原を捕捉して、形成された抗原を捕捉した金コロイド
-抗体複合が、判定部位の抗体に捕捉され、赤色を目視
判定するが、その結果を見て、陽性あるいは陰性を判断
でき、その感度は銀増幅より、さらに感度が高くなった。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.  

Fig. 2 

 

   

 

Fig. 3 

Fig.3.  TNNI3K-金コロイド銀増幅法で TNNI3K濃度の測定:  

A. ELISA 測定 OD 値；①PBS; ②患者陽性血清；③正常人血清；④陽性
抗原； B. 金コロイド-銀染色結果：①ネガティブコン, ②抗原だけ、
③抗体抗原反応, ④患者陽性血清それそれを測定した結果。 

 

B 

A 

Negative Cont,  Antigen only,  Antibody + antigen,  patient’s sample 

表 1：診断マーカーの特徴、従来技術・競合技術との比較 

 通常 ELISA 法 金コロイド法 金コロイド銀増幅法 

測定時間 3－4 時間 15 分程度 15 分程度 

操作 複雑 簡単 簡単 

判断方法 プレートリー

ダーで解析 

装置不要 装置不要/要 

測定値 定量 定性 定性/定量 

測定標本 血清 全血、血漿、血清 全血、血漿、血清 

特色 特異性高い 背景濃い,偽陽性多

い,金の値段高い 

感受性、特異性高い、

少量金も可能 
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比較項目 TNNI3K キット 従来の検査キット 

トロポニンI トロポニンT 

濃度の上昇について  虚血開始2 時間後から上昇、
12 時間後にピークを迎え、48 
時間後でも同様な高いレベル

を維持している。 

虚血開始4 時間後から検
出され,約14 時間でピーク
となる.その後、トロポニン
I は75～140 時間検出可
能 

虚血開始4 時間後から検出
され、約14時間でピークと
なる。トロポニンT は2 相
性の上昇を示し約10 日間
検出可能 

心臓以外への反応性   なし 腎不全例も陽性反応 テストしてない 

心筋細胞の特異性 非常に特異的である 相対的特異性（骨格筋もあり） 

表2：診断マーカーの特徴、 従来技術・競合技術との比較  


