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《使用経験》

科研T3　RIA　kitを使用した血中Triiodothyronine（T3）の測定

一
その基礎的・臨床的検討一

嘉手納成　之＊ 鈴　木　邦　治＊

Lはじめに
　血中甲状腺ホルモンには，Thyroxine（T4）とTri－

iodothyronine（T3）があり，両者ともに生体では

重要な役割をはたしていると考えられている．血

中T3濃度はT4に比較してきわめて低いため，

従来行われていたCompetitive　protein－binding

assayやGas　Liquid　chromatographyによる方法

は，煩雑な操作を要し，また測定原理上良好な感

度と特異性がえられないという難点があった．

　近年，Radioimmunoassay（RIA）が発展し，簡

単で感度，特異性の高いT3の定量ができる様に

なり，臨床的に応用され種々の報告がなされつつ
ある1）”5）．

　しかし，RIAによるT3の正常値は，測定法に

より差異があり，各測定法による正常値の確立が

必要である．

　今回，我々は，科研T3－RIA　kit使用の機会を

得たので，基礎的検討・臨床的検討を加えて報告

する．

ILT3ラジオイムノアッセイの原理

　本kitの原理はT3特異抗体の結合部位に対す

る血清T3と標識1125－T3の競合反応によるもの
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であり，遊離のT3をSolid　matrix（陰イオン交

換樹脂）で吸着分離し，液中に残存する抗体結合

T3の放射能を測定するものである．

III．測定方法

　Fig．1は，本kitの測定手技である．表の如く

試薬の調整を行い，検体または標準血清50μ’に
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Fig．1　Method　of　T3　immunoassay　Kit．
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Ii25－T3　200Ptlを加え，よく混和し，つぎに抗血清

200μ1を加えて混和し，室温にて16時間放置す

る．つぎにfree　I125－T3の吸着のために，吸着液

1．Om1（陰イオン交換樹脂3．9mg）を加え，室温

で60分間ローテーションを行なう．その後　10分

間放置，その上清　1．Om1をとり放射能活性を測

定する．同時に測定した標準血清より，Fig．1の

如く標準曲線を作成する．それぞれの検体の放射

能活性より，標準曲線からT3値を求める．

　なお本kitは血清の蛋白とT3との結合阻害剤

として，チオメルサレートがlmg／tubeの濃度に

なる様に調整されている．また遊離T3はsolid

matrix（陰イオン交換樹脂）で吸着分離し，上清

中に残存する抗体結合1125－T3の放射能を測定す

る．

IV．方法および対象

　基礎的検討として，1）Incubation　timeの変化，

2）回収率，3）再現性，4）測定血清量の変化，5）

血清希釈試験等の検討を行った．

　また，6）臨床的検討として，甲状腺機能充進症

19名，機能低下症3名，結節性甲状腺腫4名，慢

性甲状腺炎8名，単純性甲状腺腫10名，治療によ

りeuthyroidになったBasedow病10名およびそ

の他の患者について，上記の方法によりT3の測

定を行った．なおcontro1として，臨床的所見お

よびルーチンの甲状腺機能検査，血清の免疫学的

反応が正常で他の内分泌疾患を合併していない54

名の患者を機能正常者として同様にT3を測定し

た．さらに7）Triosorb　8）Resomat　T4との相関，

9）ダイナボット社T3　RIA　kitおよびAmes社

T3　RIA　kitとの相関を検討した．

V．結　果

　1）Incubation　timeの変化

　Incubation　timeは原法では16時間であるが，

48時間，16時間，2時間と変化させた．2｝　incuba－

tion時間による標準曲線の変化はFig．2の如く

CPM
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x

6T3RIA（n9／ni　1）

Fig．2　Effect　of　incubation　tinユe　on　standard　curve．

Table　l　Recovery　of　T3　added　to　normal　serum　at　different　concentrations．

Pt．　serum

volume
　μ1

Added
standard
T3　ng／ml
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となった．Incubation　timeが長くなると結合1125－

T3すなわち上清中の放射能活性は高くなり，そ

れぞれの条件で同一血清を測定してみると48時間

では，2．65ng／m1，16時間では，1．85　ng／m1，2時

間では1．55ng／m1であった．

　2）回収率

　Table　1の如く，既知濃度の血清25μ1にそれぞ

れ標準T3液0．04　ng／m1，0．30　ng／ml，0．90　ng／ml，

2．86　ng／m1を加え，回収率を予測値に対する実測

値のper　centで表現した．

　Table　1に示すとおり回収率は92．9％から108．2

％を示し，平均値98．1％であった．

　3）再現性

　同一kitで同一血清を11回測定して再現性をみ

た、Fig．3の如く平均値3．126　ng／ml標準偏差

0．337ng／m1となった．

　4）測定血清量の変化

　原法では使用血清量は50palであるが，ここでは

50Ltl，100μ／，150Ptlに血清量を増やし，2人の甲状

腺機能低下症血清と3人の機能正常者血清を測定

した．

3

2

1

T3RIA
（ng／mD

Mean±S・D＝
3．13±0．34ng／ml

Fig．3　Reproducibility
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　100μ1，150μ1の血清試料による実測値を，50μ1

の血清量の実測値を2倍，3倍した値（予測値）に

Table　2　Variation　of　assay　value　by　serum　volume．

T3　concentration

volume　Serum
Determined Predicted

Recovery

A
50μ1

100

150

0．03ng／ml

O．40

0．80

一
　ng／m1

0．06

0．09

　一　　％

十666．7

十888．9

B

50μ1

100

150

0．06ng／ml

O．38

0．75

一
ng／ml

O．12

0．18

一　　％

十316．7

十416．7

C

50μ1

100

150

2．20ng／ml

4．75

5．50

一
ng／ml

4．40

6．60

一　　％

十工08．0

D
50μ1

100

150

0．60ng／m1

1．40

2．41

一
nglml

1．20

1．80

一
　　％

十116．7

十133．9

E

50μ1

100

150

1．77ng／m1

3．74

5．50

一
nglml

3．54

5．31

一
　　％

十105．6
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対するper　centで表現するとTable　2の如くと

なった．血清を150μ1にすると機能正常者C．E．

ではT3値は標準曲線からscale　outし測定不能

であったが，Dでは133．9％を示した．100μ1の

時にはC．D．E．それぞれ，108．0％，116．7％，105．6％

となった．

　5）希釈試験

　原血清50μ∫使用時，測定範囲以上の値を示し

た5人の機能充進症患者血清を蒸留水にて2倍，

3倍，4倍に希釈して測定した．

T3RIA
　（ng／mO

5

Table　3　Serum　T3　concentration　in　various　disorders．

Subj㏄ts
No．　of

cases

T3　values（ng／ml）

Mean S．D．

Euthyroid 54 1．252 0．427

Hyperthyroid　　　　　　19

Treated　hyperthyroid　　10

Hypothyroid　　　　　　　3

Chronic　thyroiditis　　　　8

Simple　goiter　　　　　　10

Nodular　goiter　　　　　4

Anorexia　nervosa　　　　　　　3

TBG　de缶ciency　　　　　2

4．101

1．517

0．303

1．513

1．417

1．363

0．487

1．475

1．083

0．678

0．483

0．425

0．387

　　　　　1　1　　　1　　　　　　　　　　　　1　Dilution
　　　　　4　3　　　2　　　　　　　　　　　1

Fig．4　E脈∋ct　of　dilute　serum　with　distillated　water　on

　　　T3　con㏄ntration，

　Fig．4はA－Eの5人の患者血清の希釈曲線を

示す．いずれの血清も2倍ないし4倍の希釈の範

囲内でほぼ原点に収敏する直線を示した．

　5）臨床的検討

　各疾患ごとの平均値，標準偏差をTable　3に，

また測定値の分布をFig．5に示した．

　正常対照者54例のT3濃度は0．20　ng／ml～2．55

ng／m∫で，平均値1．25　ng／m1を中心とした正規分

布を示した．平均値土2S．D．を正常範囲とすれ

ば，その値は0．40ng／ml～2．11ng／m1であった．

　未治療の甲状腺機能充進症患者19例の値は2．55

ng／m1～5’00　ng／m1で，1例を除き正常対照者と

の間に重なり合いはなかった．その平均値および

標準偏差は4」Ong／m1土1．08　ng／mlで正常対照者

のそれに較べて有意に高かった（P＜0．01）．

　治療によりeuthyroidになった患者ll名の値は

0．77ng／ml～3．20　ng／mlで1例を除く全例が正常

範囲内にあり，平均値土標準偏差は1．51ng／ml

土0．68ng／mlで未治療患者に較べて有意に低か

った．（P〈0．01）．

　甲状腺機能低下症患者では3例中2例が測定感

度以下の値を示した．

　慢性甲状腺炎患者8例では0．90ng／ml～2．05ng／

mlのT3濃度を示し，平均値±S．D．は1．51　ng／ml

土0．48ng／mlで大部分が正常範囲の値を示した．

　7）Triosorbとの相関

　Fig．6は58例の各種疾患々者血清につきT3と

Triosorbを測定したものである．両者の間に相

関係数0．70で有意の相関を認めた（P〈0．01）．

　8）Resomat　T4との相関

　Fig．7は86例のResomat　T4を測定したもので

ある．T3との相関係数0．81と有意の相関々係が

あった（P＜0．01）．
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Fig．5　Di；tribution　of　serum　T3　concentrations　in　various　disearses
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Fig．9　Correlation　between　Kaken’s　T3　value　and

　　　Dainabot’s，

　9）Ames社T3測定kit“Seralute∋’との比較

　Fig．8．119例における両者の相関は相関係数

O．95ときわめて高かった（P＜0．01）．

　10）Dainabot社RIA　kitとの相関

　Fig．9の如く，14例の血清を両方のkitで測定

した．相関係数0．73と有意の相関があった（P＜

0．01）．

　また，Dainaヒot社T3　kitの方は科研T3　RIA

kitに比し有意に低値を示す傾向がみられた（回帰

直線Y－1．26X－O．56（P＜0．01）．

　　　　　　　　VI．考　案

　1）Incubation　timeの変化

　本kitの指示書によれば，　incubation時間は16

時間以上3日迄は測定結果に影響をおよぼさない

ないという事であるが，我々の実験結果ではin－

cubation時間の長いほど上清部分すなわち抗体結

合T3のcountは高く，　sampleおよび標準血清の

incubation時間は共に一定にする必要があると考

える．

　2）回収率

　回収率は平均98．1％で，良好な回収率を示し

た．

　3）再現性

　同一血清による同一一assay内の変異係数は，平

均10．8％で良好な再現性を示した．

　4）血清希釈

　高T3濃度を示す血清を3倍まで希釈した測定

結果で原点に収敏する直線がえられた．
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　血清量または濃度を変化させた時，TBG阻害剤

の作用が相対的に変化する可能性がある．本法で

使用されているチオメルサレートによるT3と血

清蛋白の結白阻害作用が不可逆的かどうか，また

血清蛋白濃度により量的に変化するかどうか等の

点については検討を行っていない．しかし，使用

血清の何れも希釈により原点に収鮫する直線を得

たので，かかる影響は比較的少ないと思われる．

　我々の測定した甲状腺機能充進症患者17例中5

例29．4；〈はkit附属の標準血清の最高濃度をこえ

る値を示した．したがって，この様なT3高濃度

の血清では2～4倍に希釈した血清より得られた値

を使用して実用上差しつかえないと考えられる．

　5）血清量の変化

　機能正常者血清の場合は血清量を3倍に増やし

て測定しても良好な結果がえられたが，機能低下

症血清の場合には回収率は悪かった．この理由は

不明であるが，原血清のT3濃度が測定感度以下

のため50μ1使用時に正しい値がえられなかった

のか，あるいは使用血清量の変化による影響因子，

例えばTBG阻害剤の効果等の影響によると思わ

れる．いずれにせよ血清T3濃度が低い場合，50∫tl

以上の血清を使用する事は誤差を生ずる可能性が

あると考える．

　なおT3以外の甲状腺ホルモソとの交叉性に

ついては検討を行ってないが，本kitの使用書6）

によれば1－thyroxine，3．5－Diiodo－1－thyronine，

Triiodothyroacetic　acid，3，5－Diiodo－1－tyrosine，3－

Iodo－1－tyrosineそれぞれく0．2％，＜0．5％，30－60

％，＜0．1％，〈0」％であり，血中T3の測定には

きわめて特異性の高い方法と思われる．

　6）臨床的検討

　甲状腺機能正常者血清のT3値はL25　ng／m1土

0．43ng／m1であった．この値は種々の報告の正常

値とほぼ一致した1）’－4）．

　機能充進症患者のT3値と正常値との重なりは

なく明らかに区別できた．

　機i能低下症3例の平均値は0．30ng／mlと低値を

示したが，1例に正常値との重なりがあった．

　治療後，euthyroidを示している甲状腺機能充

進症血清では平均値は正常範囲にあり，明らかに

未治療甲状腺機能充進症血清と区別できた．

　また，慢性甲状腺炎，単純性甲状腺腫，結節甲

状腺腫血清のT3値は大部分正常範囲内の値を示

した．

　神経性食思不振症の患者血清では平均値は

O．487　ng／m1と低く，本症においてT3値は低値

を示すという種々の報告5）と同様の結果を示し

た．

　以上の点から，本法によってえられた各疾患に

おける値は従来の報告と同様の傾向を示し，臨床

的な甲状腺機能状態をよく反映するものと考えら

れる．

　7）Triosorb，　Resomat　T4との相関

　Triosorbとの相関はr－0．70，　Resomat　T4との

相関はr－0．81とそれぞれ有意の相関があった．

　8）他のT3測定キットとの相関

　他のT3　RIA　kitとの比較を行った結果，　Ames

T3　RIA　kitと同様の値を示したが，　Dainabot　T3

RIA　kitによる値に比較して高値をとる傾向がみ

られた．この事から，それぞれの測定方法毎に正

常値の設値が必要と考える．

VII．　糸吉　　言吾

　科研T3　RIA　kitの基礎的ならびに臨床的検討

を行った．本法は，使用血清量50μ1と少量です

み，T3の抽出も必要がなく，incubation時間も

比較的短く，測定条件も室温で行なわれ，比較的

簡便に使用できる利点をもっている．しかし，今

後さらに低濃度T3の測定に充分な感度の向上が

望まれる．

　また，各種疾患について測定値は臨床的甲状腺

機能状態や他の血中甲状腺ホルモンの指標と一致

し，甲状腺疾患の診断にきわめて有用と考えられ

る．
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