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《原　著》

Radioimmunoassay法による血中T3値の測定

八谷　孝＊越智幸男＊宮崎忠芳＊
塩見勝彦＊吉村　 学＊岡本邦雄＊＊

はじめに

　Thyroxine（T4）のみならずTriiodothyronine

（T3）も甲状腺の病態生理に重要な役割を演じて

いることが最近次第に明らかになつてきている。

　血中T3の測定法としては，まずSterling1）に

よつて開発されたcompetitive　binding法がある

が，本法はその方法の繁雑なことやT4のT3へ

の混入等の難点があるため，一般臨床検査として

使用できなかつた。

　最近各種ホルモンの測定法としてradioimmun－

oassay（RIA）が開発され，微量の血中ホルモン

の測定が可能となつた。

　このRIA法を用いて1970年Brown2）が血中
T3測定の可能性を発表以来，　Gharib3），　Mitsu－

ma4），　Lieblich5），　Larsen6），等が相次いでT3の

RIAを報告してV・る。本邦でも，八谷7），桜田8）

がT3特異抗体を作製し，　T3　RIAの基礎的検討

をしている。

　今回，著者らはT3　RIAをさらに改良し，諸種

甲状腺機能異常患者の血中T3および治療による

血中T3値の変動を検討した。また最近，作製さ

れたDainabot社のT3　RIA用kitを併せて検

討したので，これらを報告する。
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実験方法

1）T3抗体の作製（一次抗体）

　Choprag）らの方法に準じてL－T3とbovine

serum　albumin（BSA）　とcarbodiimide（CDI）

で結合させたのち，Freund　complete　adjuvant

（Difco）を加えてウサギに免疫しT3に特異抗体

を作つた7）。

　2）ヤギ抗ウサギγ一グロブリン（γ一gl）血清（第

二抗体）。

　Micro－Ouchterlony法で8倍希釈まで沈降反応

陽性である抗体を用いた。

　3）T3のRIA法。
　RIAを行うにあたつて，　T3　free血清としてプ

ールヒト血清と等量のdextran　coated　charcoal

液で処置した血清を用いた場合（DCC－NHS）と，

粘液水腫患者血清の両者で標準曲線を描いたが，

両者の曲線はきわめて類似していたので7），通常

前者を用いて標準曲線を描いた。

　血清のT3結合蛋白からT3を解離させるため
に，サリチル酸，8－alinilo－1－naphthalen　sulfonic

acid（ANS）またはdiphenyl　hydantoine（DPH）

を用いた。被験血清0．1mlに対して，サリチル

酸の場合10－2M（最終濃度）を加え，　ANSの場

合100から1000μ9まで，DPHの場合10から
100μgまで加えて検討した。

　実際の測定にはDCC－NHS（被検血清の場合

O．　1　ml）に1251－T316　P9と，10－2Mサリチル酸

（最終濃度），ANSまたはDPHを加え，抗T3

血清（最終濃度400倍），pH　7．8，0．15　Mリン酸

緩衝液で全量を1．Omlとし，5°C　48時間静置
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し，第二抗体を加え，さらに5°C24時間静置後，

3000rpm　20分遠沈し，上清（F）および沈澱物

（B）を分離しwell　typeのscintillation　counter

でcountしB／Fを求めた。

　4）抗T3血清の特異性の検討。

　T3　RIAの標準曲線を作製し，1251－T3のB／F＋B

％が50％のときのT3の量を分子とし，同じ場合

に要するT3の誘導体，　T，とT，の誘導体および

diiodotyrosine（DIT），　monoiodotyrosine（MIT）

の量を分母として両者の比でもつて交叉反応をあ

らわした。

　5）患者血清は本院外来および入院患者で臨床

的および諸検査で診断された甲状腺機能充進症，

機能低下症および正常甲状腺機能者を用いた。ま

た被検血清は一20℃で測定時まで凍結保存した。

　血中T3値は被検血清を2回測定し，その平均

値であらわした。

　6）Dainabot社のT3　RIA　kitを用いた血中T3

測定。

　方法は（図1）に示すごとく，被検血清（0．1ml）

に緩衝液1．Omlと，1251－T3と抗T3血清を0．1

mlずつ入れ，5°C　24時間静置後，　dextran　coated

charcoa1でB／Fを求めた。

　標準曲線には，kitの標準曲線用血清を用いて

緩衝液

検体または標準T3溶液
125工一一　T3

抗丁3家兎血清

↓
Dextran

↓

作製した。

　7）血清T4値はTetrasorb法（Dainabot）で

測定した。

実験成績

　1）被検血清0．1mlに10－2Mのサリチル酸を

添加した場合にはB／F＝0．35であつたが，ANS

添加時にはANS　150μ9よりB／Fは上昇し200

μ9でB／F＝0．35と最大となり，以下ANSを増

量してもB／Fの変化は認められなかつた。DPH

は10μ9からIOO　Ptgまで添加してみたが，　B／F

＝0．18で分離が悪かつた（図2）。
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　標準曲線の作成，T3濃度の読みとり

図1Dainabot　kitにょりT3　Radioimmunoassay
　　法の操作
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ANSまたはDPHによる血清蛋白からのT3
遊雑状態　被検血清0．1mlにサリチル酸
10－2M（最終濃度）ANS　100～1000μg，　DPH

10～10μgを添加し，二抗体法でB／Fを求
めた。

　2）DCC－NHSを用いた標準曲線。

　DCC－NHS　O．2m1，　ANS　300γおよび抗T3血

清（最終濃度400倍）0．1mlを加えて，0．15　M，

pH　7．8リン酸緩衝液で全量1．Omlとし，二抗

体法で標準曲線を描いた。T3は16　pgから600　pg

まではカーブは急激であり，それ以上の900pgま

ではカーブはゆるやかであつた（図3）。

　3）抗T3血清のT4，T4誘導体，　T3誘導体，

MIT，　DITとの交叉反応。
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図3ANSを用いた二抗体法による
　　immUnOaSSayの標準曲線。

＼ N T3　　ngツ・ T4　　　γ％ T4／T3

EuthyrOld 19 106ま　39 11、2土1．8 121．4圭59．8

Hyperthyr◎id 25 397±190 23．3±50 6＆8土263

表2各種甲状腺疾患の血中T3およびT4値と
　　T4／T3比　甲状腺機能低下症は血中T3が測
　　定感度以下である例があるので表示していな

　　　い。各値はmean±S．D．を示す。

900

T3　Radio．

　T3と抗T3血清の結合を100％として，各種

誘導体，T4，　DIT，　MITの交叉反応を表1に示

した。T3誘導体であるtriiodothyropropionic

acid，　triiodothyroacetic　acid，およびdesamino－

triicdothyronineとは100％の交叉反応があつた。

T4とは0．17％，　T4誘導体であるtetraiodothy－

roacetic　acidとは0．002％，　desaminothyronine

とは0．001％の交叉反応があり，MIT，　DITとは

0．001％以下の交叉反応であつた。

　4）諸種甲状腺疾患患者の血中T3値およびT4／

T3比。

　未治療の甲状腺機能充進症25名の本法で得ら

れた血中T3値は200　ng％から900　ng％までの

範囲にあり，その平均値は397±190ng％であっ

表1抗T3血清と，　T3誘導体，　T4およびT，
　　　誘導体，MIT，　DITとの交叉反応。

　　T3と抗T3血清の結合を100％として，各
　　誘導体の抗T3血清との結合を％で表した。

COMPOUND CROSS－REACTIVITV％）

L－Triiodothyronine 100

Trliodothyroロcetic　qcid 100

Triiodothyropropionic　qcid 100

Desominotriiodothyronine 100

L－Thyroxine OJ　7

Tetroiodothyroqcetic　Gcid 0，002

Desqminothyronine 0，OO1

Monoiodotyrosine ＜0．001

Diiodotyros｜ne ＜O．001

た。甲状腺機能正常者（正常者）19名では90ng

％から200ng％の範囲で平均108±39　ng％であ

つた。未治療の甲状腺機i能低下症では90ng％以

下であり，相当数が測定感度以下であつた（表2）。

　Tetrasorb法で得られた血中T4値からT4／T3

比を算出した。甲状腺機能充進症では66．8±26．3

であり，正常者では121．4±59．8であつた。甲状

腺機能低下症では，血中T3値の測定できた症例

ではT，／T，は，機能充進症よりも高値であつた

が，血中T3値が測定感度以下の場合もかなりあ

り，T4／T3は算出不可能であつた。

　5）アイソトープ治療による甲状腺機能充進症

患者血清のT3値とT4／T3の変動。

　症例1，46歳，女性，甲状腺1311－uptake（24時

間）57％，T3　resin　sponge　uptake（T3　RSU，

Triosorb）52％，血中T4値20．9γ％，　T3値

570ng％，　T4／T3＝36．・7，と機能元進症の患者に

・3113．6mCi投与したところ，甲状腺機能充進症

状の改善とともに，血中T4値およびT3値は次

第に低下した。また治療前低下していたT4／T3＝

36．7は次第に上昇してアイソトープ投与後9カ

月で正常範囲の120になり，甲状腺機能も正常と

なり，良好な経過を得ている（図4）。

　症例2，44歳，女性，アイソトープ投与前の甲

状腺・311uptake　24時間47％，　T3　RSU　40・4％，

血中T4値21．5γ％，　T3値460　ng％，　T4／T3＝

45．6であり，13113．OmCiを投与した。アイソト

ー
プ投与3カ月後には，T3　RSU　33．4％，　T43・0

γ％とEuthyroidの域に低下したが，血中T3値

は430ng％と高値であり，　T4／T3＝7．0と低値の

ままで，あたかもT3　toxicosisの状態であり，こ
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図4症例1血中T3およびT4値，　T4／T3比
　　の治療による変動。
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図5症例2血中T3およびT4値，　T4／T3比の
　　治療による変動。

の状態が約1年間持続してのち，再び血中T，値，

T3－RSU値も上昇した。再度13112．7mCi投与し

たが，この場合もT4／T3は正常範囲に上昇せず，

血中T4およびT3値も高値を持続し治療効果が

不良であつた（図5）。

　症例3，44歳，女性，治療前の甲状腺1311

uptake　57．1％，　T3　RSU　44％，血中T4値22

γ％，血中T3値190　ng％であつた。この患者に

13115mCi投与した所，血中T3値は急速に低下

し測定感度以下となり，T4／T3比は算出不能とな

つた。この患者はアイソトープ投与3ヵ月後に，

血中T4値4γ％，　T3　RSU　22％，血中T3値は

0となり機能低下症となつた（図6）。
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図6症例3血中T3およびT4値，　T4／T3比
　　　の治療による変動。

　治療用1311を投与して，甲状腺機i能充進症を治

療した患者28名で，アイソトープ投与後のT4／T3

を検討した。普通アイソトープ投与後から6ヵ月

でT3　RSUは正常化したのでこの時点でのT4／T3

を求めた。治療前のT3　RSU，血中T4およびT3

値を100％とし，アイソトープ投与後のおのおの

の値の変化率を検討した。図7の上段に示すよう

に，T3　RSUは低下しても，血中T4およびT3

値の低下が軽微で，特にT4／T3比が治療前より

も上昇しない場合は，アイソトープによる治癒傾

向がみられなかつた。

　一方図7の下段に示すように，治癒または良好

なコントロ　一一ルを得ている患者では，血中T4値

よりもT3値の減少率が大で，　T4／T3比は治療前

よりも必ず大となり，T4／T3比が治療前の100％

以上増量した時には常に治癒傾向がみられた。

　6）PTU治療による血中T4およびT3値の変
化率。

　甲状腺機能充進症9名にPTUを投与して治療

した。PTU投与後2～3カ月でT3　RSUは正常

範囲25～38％に低下し，Euthyroidとなつた時

の血中T4およびT3値，　T4／T3比を前述の方法

と同時に検討した。

　図8にみられるように，血中T4値よりもT3

値の減少率が大であり，そのためT4／T3比は治
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図7　アイソトープ治療による血中T3およびT4
　　値とT4／T3比の変動治療前の血中T3およ
　　びT4値，　T，／T3比を100％と，治療後の変

　　化率を％oで表した。

療前よりも上昇し，中には治療前の200％以上に

なるものも認められた。しかし治療により甲状腺

機能低下症となり，血中T3値が測定不可能の場

合には，T4／T，比は図示できなかつた。

　7）Dainabot　kitによるT3　RIAの標準曲線。

　標準曲線は800P9までT3測定可能であつた。

T3　400　P9まではB／Fは急激な変化を示すカーブ

であり，それ以後800pgまではゆるやかなカー

ブが得られた（図9）。

　8）Dainabot　kitと著者等のこ抗体法によるT3

RIAで，同一検体で血中T3を測定しその相関を

求めた。38名の患者血清で得られた血中T3値の

相関係数はγ＝＝O．86であつた。両者の方法で得た

卑
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図9Dainabot　kitによるT3　Radioimmunoassay
　　の標準曲線。
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図8PTU治療による血中T3およびT4値，　T4／T4の変化率
　　治療前の値を100％とし，治療後の変化率を％で表した。
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図10二抗体法とDainabot　kitとで得られた血中
T3値の相関。

血中T3値を比較すると，血中T3値の低い値で

は，Dainabot　kitで得た値が，著者らの二抗体法

よりも高値を示し，たとえば二抗体法での血中

T3値0が，　kitで50　P9となつたりした。また

血中T3値が400P9以上を示す場合，両者で得

たT3値に解離がみられる例もあつた（図10）。

考　　案

　T3　RIAを行うにあたつて，　T3とT3結合蛋白

を阻止するものとして，Mitsuma4）はtetrachlor－

thyronine，　Lieblich5）はDPH，　Larsen6），八谷7）

はサリチル酸を用いて測定しているが，しかし最

近ではANSが繁用されている。著者らもDPH，

ANS，サリチル酸の3者を比較検討した。　DPH

は阻止剤としてはB／Fが低値であるところから，

使用できなかつた。サリチル酸は10－2M以上を

用いると，二抗体法の場合第二抗体による沈澱物

が減少し，B／Fの低下が起こるという難点もあ

る。一方ANSは上記のような難点もなく比較的

良好な阻止剤として使用可能であつた。

　著者らの作製した抗T3血清は，　T4との交叉反

応は0．17％と低値であつたが，用V・たT4（Sigma）

には少量のT3の混入があることから，精製した

T4を用いるならば交叉反応は痕跡的であり，血

中T3測定時のT，の混入は無視できるものと思

われる。したがつてこの抗T3血清を用いたRIA

法で測定されたT3値は，血清の真のT3の近似

値を意味するものと思われる。

　従来用V・られていたSterling1）によるcompeti－

tive　binding法による正常者の血中T3値は220

±27ng％である。しかしこれは測定中にT，の

deiodinationがありT，値が真の値よりも高いと

されてV・る10）11）。T3　RIAによる正常者の血中T3

値はGharib3）は218±55　ng％，　Mitsuma4＞は

138±23ng％，　Larsen12）は110±25　ng％である。

著者7）らがサリチル酸でT3　RIAを行つた血中T3

値は，正常者は132±43　ng％であつた。　ANSを

用いた今回の方法では108±39ng％であつたの

で，正常者では血中T3値は70から140　ng％の

範囲と推定される。Tetrasorbで得た血中T4値

より算出されたT4／T3比は，正常者で，121．4±

55．8，甲状腺機能充進症では66．8±26．3であつ

た。この値はLarsen13）の正常者で，71±3，機能

充進症で53±3に比して高値であつた。これは今

回i著者らが測定した血中T4値は，正常者11．・2±

1．8γ％，機能充進症で23．3±5．0γ％と比較的高

値であつたためと考えられる。

　このT4／T3比から推定すると，機能充進症で

T4／T3比が正常者より低値であることは，機能充

進症では甲状腺よりT4に比してT3がより多く

分泌されているのであろう。事実血中T4値は甲

状腺機能充進症では正常者の2～3倍の増加であ

るのに，一方血中T3値は正常者の2～10倍程度

の値を示している。T4よりもT3は，甲状腺機能

充進状態でより変動しやすいので，このT3が甲

状腺機能状態の重要な生理作用を起こしていると

考えられる。またChoprai4）はヒト甲状腺内の

T4／T3比をRIAより算出し，　Graves病の甲状

腺が正常人甲状腺内のT4／T3より低値であつた

と報告している。

　甲状腺機能低下症時のT4／T3比は，甲状腺機

能充進症よりも低値10）15）であるとの報告もある

が，著者らの例では，機能低下症では血中T3値

は90ng％以下であり，また半数では測定感度以

下であつた。したがつて，測定可能な比はT4／T，
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機能充進症66．8よりも高値であつた。Larsen13）

は甲状腺機能低下症の約1／3では血中T3値が正

常範囲であると報告し，これはT4からT3の転

化のためとも推定しているが，血中TSH値が比

較的高値であるので，甲状腺でのT3産生量の増

加の可能性も否定できないと思われる。

　28例の甲状腺機能充進症にアイソトープ治療後

の血中T3およびT4値の変動を検討したところ，

治癒した20例ではT4よりもT3の減少率が大で

あり，したがつてT4／T3比は上昇し，正常範囲

の120に近づいている（図7）。一方治癒傾向のみ

られない例では，血中T4値，　T3　RSU値らは正

常化しても，血中T3値がまだ機能充進症の範囲

にあつたり，T4／T3比が上昇しない症例2のよう

な現象がみられた。またアイソトープ治療により

機能低下症になる症例では，血中T3値の低下が

著明で，症例3のごとく血中T3値が感度以下に

なる例もみられたことから，血中T3値の変動を

知ることは治療上きわめて重要であり，血中T3

値とT4／T3比の両者は経過のよき指標となりう

ると思われる。Larsen13）も，機能充進症患者に

PTUを投与し，血中T4およびT3値の変動を
経日的に測定したところ，PTU投与第一日で，

T3は治療前の約30％に低下し，3日目でT4／T3

比は37．3から彼等の正常値65に近づV・たと報告

してV・る。著者らもPTUで治療した9例では，

T4よりもT3の減少率が大であり，T4／T3比は

治i療前より必ず上昇していて，T4／T3比が治療前

の250％以上大となつた場合は，良好なcontro1

を得ていることがわかつた。

　以上のように甲状腺機能状態を正確に知るため

には，血中T4値のみならずT3値を知ることが

臨床的にきわめて重要である。

　最近Dainabotで開発されたdextran　coated

charcoalを用v・るT3　RIA法で測定した血中T3

値と著者らの二抗体法での血中T3値とを比較検

討した。同一血清についてもT3を測定したとこ

ろ，血中T3値が低値の場合のある例では，　Dai－

nabot法の方がやや高値となり，著者らの方法で

は測定感度以下のものが50pgを示した例もあつ
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た。一方400pg以上高値のT3値でも，両者の

測定値に解離がみられた数例があつた。これは二

者の標準曲線のカーブが400pg前後で相違が認

められたと考えられる。しかし両者の方法で得ら

れたT3値は，相関係数γ＝O．・86であり，一応2

方法とも臨床検査としてじゆうぶん使用可能と思

われた。

ま　と　め

　T3に特異的な抗体を作りT3のRIAを二抗体

法で検討した。この抗体はT，と0．17％の交叉反

応があり，T3誘導体とは100％，　T4誘導体とは

0．002％以下，MITおよび0．001％以下であつ
た。

　被検血清0．1m1にANS　300μ9を加えて，二

抗体法でT3を測定すると，16　pgから900　pgの

T3が測定可能な標準曲線が得られた。

　この方法で測定した血中T3値は正常者108±

39ng％，甲状腺機能充進症397±190　ng％，機能

低下症は90ng％以下で測定感度以下も相当数あ

つた。血中T4値をTetrasorb法で測定したのち

T，／T3比を算出すると，正常者121．　4±59．8，機

能充進症66．8±263であつたが，機能低下症では

T3が感度以下のものがあるため算出できなかつ
た。

　甲状腺機能充進症患者をアイソトープまたは抗

甲状腺剤で治療し，甲状腺機能が正常となつた場

合には血中T3値は正常範囲に低下した。また

T4／T3値は治療前よりも必ず大となり，T4／T3比

が治療前の100％以上増量した時には常に治癒傾

向がみられた。

　血中T3値を著者らの二抗体法とDainabot　kit

法とで比較検討したがγ＝0．86と良好な相関係数

を得た。
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Summary

The　determi皿ation　of　serum　T，（triiodothyronine）

　　　　　　　　　　by　radioimm皿oassay　method

Takashi　HACHIYA，　Yukio　OCHI，　Manabu　YOSHIMURA，　Katsuhiko　SHIOMI，

　　　　　　　　　　　　　　　　Tadayoshi　MIYAZAKI　and　Kunio　OKAMOTO

2ndヱ）ePartment　Of∫nternal・M｛idicine，1（ツoto　Prefectzaral　Universiryげ・Medicine，1（ツoto・

　　For　the　determination　of　serum　T31evel，　radio－

immunoassay　using　the　double　antiboby　method

has　been　developed．　A　speci丘c　antibody　to　T3

was　made　in　rabbit　immunization　with　T3　con－

jugated　to　bovine　serum　a／bumin　with　carbodi－

imide．　The　antibody　had　a　cross　reactivity　of

＜0．001，＜0．001and　O．17％with　L－monoiodo－

tyrosine，　Ldiiodotyrosine，　or　L－thyroxine　respec－

tively．

　　The　incubation　was　performed　with　test　serum

（0．1ml，　8・anilino・1－naphthalene　　sulfonic　　acid

（300γ），1251－T3　（16　pg）　and　rabbit　antiserum

speci丘c　to　T3　in　pH　7．8，0．15　M　phosphate　buffer

for　2　days　and　then　the　second　antibody　was

added．　By　this　method　T3　could　be　detected

from　16　to　900　pg．　Normal　range　in　euthyroid

subjects　was　108±39　ng／dL　In　hypothyroid　was

usually　70　ng／dl　and　in　some　cases　was　undetec・

table　range．　In　hyperthyroid　was　over　200　up

to　900　ng／d1．　In　euthyroid　subjects　T4／T3　ratio

was　about　121．4±59．8　and　in　hyperthyroid　was

66．8±26．3．However　it　was　not　calculated　in

hypothyroid，　because　T3　was　undetectable　in

many　cases．　When　the　hyperthytoidism　patients

became　gradually　euthyroid　state　by　the　treat．

ment　with　radioisotope－1311，　increased　T3　resin

sponge　uptake，　serum　T4　and　serum　T3　became

normal　range　gradually　respectively．　Also　T4／

T3　ratio　became　to　normal　range．　However，

when　hyperthyroid　symptom　did　not　subsided，

T3　and　T4／T3　ratio　showed　still　low　value．

　　The　similar　results　was　obtained　when　the

hyperthyroid　patient　was　treated　by　anti－thyroid

drug．　Therefore，　the　determination　of　T3　and　T4／・

T3　ratio　are　valuable　to　speculated　the　prognose

of　hyperthyroid　patient　by　various　treatments．

　　Serum　T3　values　were　determined　by　Dainabot

Kit　using　dextran－coated　charcoal　for　the　sepd・　ra－

tion　of　free　and　bound，　and　compared　with　the

value　by　our　double　antibody　method．　The

determinationed　values　by　these　two　methods

showed　good　correlation（r＝0．86）．

＊ ＊ ＊ ＊ ＊
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