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《使用経験》

T4リアパックによる血中サイロキシン濃度の

測定に関する基礎的ならびに臨床的検討

中島　言子＊　小西　淳二＊ 森田　陸司＊ 奥野　龍與＊＊

笠木　寛治＊＊　遠藤　啓吾＊＊　池窪　勝治＊＊　鳥塚　莞爾＊＊

L　緒　言

　血中サイロキシン（以下T、）濃度の測定は甲

状腺機能検査の中でも最も基本的なものとして不

可欠のものとなっている．従来その測定には

Ekins，　Murphyら1）・2）以来開発されたCompetitive

protein　binding　assay（CPBA）法が広く用いられ

て来たが，CPBA法はT4結合グロブリン（TBG）

に対する標識T、と血中T，の競合反応を利用す

る測定法であるため，血清中のTBGより予めT，

を分離する操作が必要であり，またTBG結合に

及ぼす薬剤の影響を考慮する必要がある．これに

対し最近Chopra，　Mitsumaら3）・4）により開発され，

キット化が進められて来たRadioimmunoassay

（RIA）法は特異性に優れ広く普及しつつある．今

回著者らはRIA法によるT，測定用キット，　T，

リァパック（The　Radiochemical　Centre，科研化学

社）について，その測定に関する基礎的検討を行

うとともに，臨床的有用性を検討する機会を得た

のでその成績を報告する．

＊京都大学医学部放射線部
＊＊ 同放射線科

受付：51年7月22日
最終稿受付：51年9月13日
別刷請求先：京都市左京区聖護院川原町53（〒606）

　　　　　　　　京都大学医学部放射線部

　　　　　　　　　　　　中　島　言　子

IL　測定原理および測定手技

　T、リアパックの測定原理は通常のRIA法と同

様であり，血中のT、と標識T、の抗T、【抗体に対

する競合的反応にもとつくものである．この際直

接血中T、を測定するためには血清中のT、結合

蛋白の影響を除く必要があるが，本法ではT、結合

蛋白との結合阻害のためには，バルビタール緩衝

液およびメルチオレート5）を使用，37°Cでのイ

ンキュベイションを行っている．また抗体と結合

した1251－T、と遊離1251－T、との分離には，イオン

交換樹脂系の吸着剤を用いているのが本法の特徴

である．キットの組成は50テスト分（標準曲線

用8テスト分を含む）で，標準T、を含むヒト血清

4本それぞれ，0．1，4．9，12．0，20．9　P9　T，／100mlを

含む（凍結乾燥），6μCi以下の1251－T、1本（凍結

乾燥），抗T、羊血清1本（凍結乾燥），プラスチッ

ク容器入乾燥吸着剤1個，および測定用プラスチ

ックチューブ50本よりなる．

　試薬の調整は蒸留水で行い，標準血清のバイァ

ルにそれぞれ0．5m1，1251－T、及び抗T、羊血清のバ

イアルにはそれぞれ10．5m1を加えてゆるやかに

転倒混和溶解する．吸着剤についてはインキュベ

イション中に55m1の蒸留水を加え，スターラー

で混和，浮遊液を作成する．測定の実際はFig．1

に示す通りである．

　1）被検血清又は標準液0．05m1を測定用チュ
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Fig．1　Assay　procedure　of　T4・RIA　PAC

一 ブに採り，1251・T、溶液及び抗T，羊血清をそれ

ぞれ0．2m1加え混和後，37°C温浴中で1時間イ

ンキュベイトする．

　2）抗T、抗体と結合しなかった1251－T4を吸着

させるための吸着剤浮遊液をかくはんしながら1

m1宛全チューブに加える．

　3）各チューブにキャップをして室温で1時間

ローテイトする．（科研化学社製ローテイターに

より毎分約36回転）

　4）キャップをとり，10分間静置，吸着剤を沈

澱させた後，抗T、抗体と結合した1251－T、を含む

上清を1m1測定用チューブにとる．

　5）シンチレーションカウンターで放射能を測

定する．

　6）以上の測定値より，標準液のT、濃度に対

するカウントをグラフにプロットして標準曲線を

作成，検体血清のカウントからT、値を読みとる．

III．実験方法及び対象

　1）基礎的検討

　上記の測定法について，インキュベイション時

間，温度，ローティション時間の検討，抗体の特

異性，高T，血清の希釈曲線，測定の精度，再現

性，添加T、の回収率，溶血の影響などについて

検討を行った．

　2）臨床的検討
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　臨床例は京大病院放射線科及び甲状腺外来を受

診し，臨床所見，検査成績および，甲状腺針生検

による組織検査により診断の確定した甲状腺疾患

244例（うちバセドウ病未治療例51例，バセド

ウ病治療例25例，橋本病28例，単純性甲状腺

腫20例，腺腫11例，癌14例，亜急性甲状腺炎

3例，TBG減少症3例でこれらのうち，甲状腺

機能低下症と診断されたものは，22例であった），

正常妊婦13例，京大職員を主とした健康人57例

にっいて血中T、濃度の測定を行った．さらに同

一血清について，CPBA法に基づくダイナボット

社のテトラソルブキットによる血中T、濃度を測

定し，両測定値を比較検討した．

IV．実験成績

　1．基礎的検討の成績

　a）インキュベイション時間，温度及びローテ

ィション時間の検討

　37°Cでのインキュベイションにつき時間を変

化させた場合の標準曲線の変化をFig．2に示す．
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Fig．5　Effect　of　dilution　of　anti－T4　serum

15分，30分，では全体に結合カウントも低く，

プール血清の測定値もやや低値を示した．一方イ

ンキュベイション時間を90分間に延長すると図

のように高値域での結合カウントが相対的に著し

く上昇し標準曲線はゆるやかとなって精度が不良

となることが認められ，60分のインキュベイシ

ョン時間が至適と考えられた。次に60分のインキ

ュベイション時間で温度を変化させた場合の標準

曲線とプール血清測定値をFig・3に示す．

　インキュベイション温度について，室温（20°～

25°C）では結合カウントが低く，45°Cと37°Cで

は，後者の方が高値域での結合カウントが低く勾

配の大きい標準曲線が得られた．プール血清の測

定値には著しい差は認められなかった．

　ローティション時間を変化させた場合の標準曲
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Fig．7　Dilution　curve　of　the　high　T4　serum　from　a

　　　pltient　with　Graves’disease

線をFig・4に示す．30分のローティションでは

60分，90分の場合に比してカウントが多く吸着

剤が抗体と結合しない遊離型の1251－T、を充分吸着

していないものと考えられた．60分および90分

のローティションでは，ほぼ近似した測定値が得

られ吸着がplateauに近いことが示された．

　b）抗体濃度について

　規定の濃度を1として抗体の濃度を1．8倍，0．5

倍，o．25倍に変化させた場合の標準曲線をFig．5

に示す．1．8倍の濃度の場合高値域での勾配が大

でその他の場合に比して精度が良くなると考えら

れるが低値域での精度は若干低下し，また抗体濃

度を1／2，1／4にすると高値域で標準曲線が著しく

平坦となることが認められた．この様な所見より

日常検査として必要な測定域では規定の濃度で充

分と考えられた．

　以上の検討より，抗体は規定の濃度を用いイン

キュベイションは37°C60分，ローテイションは

室温60分が適当と考えられたので以後はキット

の説明書6）に従い以下の検討を行った．

　c）抗体の特異性について

　抗体の特異性を検討するためT、free血清にサ

イログロブリン（Tg），モノヨードチロジン（MIT），

ジヨードチロジン（DIT），トリヨードサイロニン

（T，），を添加してT、測定値に及ぼす影響を検討

した．Fig．6に示す如くT、では1．3％，　DITで

1．1％，MITで0．9％，　Tgで0．4％の交叉反応が

認められた．

　d）高T、血清の希釈曲線

　T、高値（20μ9／100m1）血清の希釈曲線をFi9．7

に示すが標準曲線と希釈曲線は良好な平行性を示

した．

　e）回収率

　異ったT4濃度の3血清に2・5，5，10，20μ9／100

m1のT、を添加した場合の測定値および回収率を

Table　1に示す．回収率は88％～120％と良好な

成績を示した．

　f）精度及び再現性

　T、濃度が低値，正常値および高値の3血清に

っいて，同一assayで10回測定を行った成績を
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Table　l　Recovery　of　T4　added　to　thr㏄sera　with　different　T4　concentratiol1

Serum　T4
（μg／100m1）

T4　values　obtained（％recovery）

2．5

T4　added（μg／100　ml）

5　　　　　　　　10 20

Recovery（％）

mean土SD

0．6 3．6

（120）

5．4

（96）

　
）

4
冨
R
∨

免
但

20．5

（100）

101土13．6

3．8 6．4

（104）

9．0

（104）

14．0

（102）

24．0

（101）

103±1．3

5．6 8．0

（100）

10．0

（100）

14．6

（90）

25．4

（99）

97土4．9

Recovery（％）

mean土SD
108±10．6 100土4．0 93土7．6 100土1．0

Table　2　1ntra－assay　variablity　of　the　assay Table　3　1nter－assay　variability　of　the　assay

Case 1 2 3 Case 1 2 3

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

2．5

2．5

2．8

2．7

2．6

2．7

2．5

2．8

2．5

2．6

9．4

9．4

10．0

9．6

9．8

9．6

10．0

9．8

9．5

9．6

20．4

19．2

20．0

19．8

19．7

19．7

20．0

18．7

20．0

18．8

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

5
3
4
4
6
3
2
2
4
4

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

9．6

9．6

9．5

9．5

9．3

9．4

9．2

9．0

10．2

9．0

18．5

19．4

20．0

19．0

20．4

20．0

20．0

19．6

20．4

20．8

　mean
（μg／100m1）

2．62 9．67 19．63

　mean（μg／100m1）

2．37 9．53 19．8

SD 0．11 0．22 0．56 SD 0．13 0．41 0．70

CV（％） 4．2 2．3 2．9 CV（％） 5．5 4．3 3．5

Table　2に示す．それぞれの測定値の平均値およ

び標準偏差は2．62±0．11（μ9／100m1）9・67土0・22お

よび19．63±0．56で変異係数はそれぞれ4・2％，2・3

％，2・9％と良好な成績が得られた．また同様に3

濃度の血清について10回の異ったassayで測定

を繰り返した際の再現性はTable　3に示す如くで，

それぞれの測定値の平均値および標準偏差は，

2．37土0．13（μ9／100ml），9．53士0．41および19．8土

0．70で，変異係数はそれぞれ5．5％，4．3％，3・5％

と安定した結果が得られた．

V．臨床的検討の成績

1）正常人および各種甲状腺疾患患者における

測定成績

　Fig．8に臨床例における血中T、濃度の測定成

績を示す．正常人57例では6．4～12．6μ9／100mt

の範囲に分布し，その平均値および標準偏差（SD）

は8．54土1．33μ9／100m1であった．正常域として

平均値土2SDをとると5．88～11．20μ9／100m1で

この範囲に入らないものは1例のみであった．バ

セドウ病未治療症例51例では平均24．97μg／100ml

土6．83（SD）で16．5～41μg／100m1の範囲に分布し

た．なお血中T4値20μ9／100ml以上の血清はT4

free血清で希釈して測定した．バセドウ病治療症

例25例では4・6～18・OPt9／100m1に分布，平均11．0

μ9／100ml土4．03（SD）であった．
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T4　by　RIA・mc　（μg／100ml）

　橋本病37例では平均4．46μ9／100m1土2．44（SD）

で正常から低値の広範囲に分布した．これらの症

例のうち甲状腺機能低下症の22例の平均値は2・17

μ9／100m1±0．99（SD）で正常者との重なり合いは

みられなかった．単純性甲状腺腫13例では7・84

μ9／100m1土1．52（SD）と1例を除いて正常域に分

布した．腺腫11例では平均9．17μg／100m1土1・20

（SD），癌14例では平均9．9μ9／1・OOml±2．39（SD）で

あった．亜急性甲状腺炎3例では16．4μg／100m1土

6．03（SD）と高値を示した．一方正常妊婦13例の

平均値は11．1μ9／100m1士1．48（SD）で正常人より

やや高値に分布し，TBG減少症の3例では何れ

も低値であった．

　2）CPBA法によるT、値との比較
　正常および甲状腺疾患患者156例について本キ

ットによる血中T、濃度の測定値とCPBA法によ

るT4測定キットであるテトラソルブによる測定

値との相関を検討した．Fig．9に示す如く，相関

係数0・98と極めて良好な相関が認められた．

VL　考　案

10

Fig．9　Correlation　of　serum　T4　concentration　measured

　　　by　T4　RIA　PAC　and　Tetrasorb　Kit

　RIA法による血中T、濃度測定用キット，　T、リ

アパックについて基礎的検討ならびに各種甲状腺

疾患を主とする臨床例における血中T、濃度の測

定を行ないその有用性を検討した．

　インキュベイションの条件にっいては，37°C60

分，結合及び遊離1251－T、分離の為のローテイシ

ョンについては室温60分とキット規定の条件6）

で良好な結果が得られた．

　従来のCPBA法の如くT、の抽出操作を必要と

しないためRIA法では一般に被検血清量が少量

ですみ，本法では50μ1でよい点は特に採血の困

難な小児等の場合に有利な点である．本法の特色

としては，結合および遊離1251－T、の分離に遠沈

操作の必要がなく，10分間の静置により，上清を

カウントする方法が用いられている．このため測

定の全操作は50本の検体にっいて約3時間と比

較的短時間で行なえ，操作は簡単である．

　静置沈澱法によるB・Fの分離の有効性につい

ては先に同じ方法を用いているT，リアパックキ
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ットを用いて検討したが，遠沈法による場合と同

様の結果が得られることが示された7）．

　この方法は検査の自動化に際しても利点となる

ものと考えられる．この吸着剤によるB・Fの分離

は60分～90分のローテイションで，ほぼ安定した

値を示すため，標準曲線の再現性は良好であり，

優れたアッセイの精度，再現性が得られた．抗体

の特異性についてはT3と1．3％の交叉反応が認

められたが，血中T、濃度はT、のそれに比し1～2

％と低値であるため，殆んど影響はないと考えら

れる．Tg，　DITについても同様にその血中濃度よ

り考えて8）～1°）実地臨床上で問題になる影響は考え

られない．RIA法では血中T、を直接測定するた

め，T、とその結合蛋白との間の結合阻害を必要

とする．このため本法ではバルビタール緩衝液と

メルチオレートを使用し5），インキュベイション

を37°Cで行っているが，この様な条件下で種々

濃度の添加T、の回収率を検討した結果は満足す

べきものが得られ，高T、血清の希釈曲線もアッ

セイの特異性と定量性を裏づけるものであった．

　以上の諸検討より本キットは簡便かつ精度が高

く，十分臨床上使用しうる測定法と考えられる．

　本キットによる正常値は従来のCPBA法によ

る正常値とほぼ同様であり11）・12），未治療バセドウ

病患者の測定値との重なり合は認められなかった．

甲状腺機能低下症患者においても正常者との重な

り合いはみられなかったが，明らかな機能低下症

例のみが含められた為と考えられ，実際上は中間

例の存在があるものと考えられる．その他の甲状

腺疾患，TBG減少症および妊婦の測定成績もほ

ぼ従来の報告と同様であった．

　CPBA法による血中T、測定キット，テトラソ

ルブによる測定値と本法による血中T、濃度の間

には極めて良好な正相関が認められ，その絶対値

のズレも認められなかった．

　RIA法による血中T、測定において注意すべき

点として，最近自己免疫性甲状腺疾患患者血清中

に抗T、又は抗T3自己抗体の存在することが報告

されており13），これら自己抗体の存在する場合に

は測定値が実際より著しく低値となることが考え
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られる．著者らは実際にその様な異常値を示した

橋本病患者の1症例において抗T，抗体の存在す

ることを先に報告したが14）この様な場合には抽出

操作を行なってT4を測定する必要がある．

VII．結　語

　RIA法による血中T，濃度測定キットT、リア

パックについて，その測定条件，特異性，精度，

再現性等を検討した結果，本法は結合および遊離

1251－T、の分離に用いる吸着剤の優れた特性により，

簡便かつ，短時間で精度の高い測定が行なえ，十

分臨床的に使用しうるものと考えられた．臨床例

における測定値は従来のCPBA法によるそれと

ほぼ一致し，両者の相関は極めて良好であった．

この様な検討成績より，本法は臨床的にも有用な

測定法と考えられた．なおRIA法によるT4値の

解釈にあたって注意すべき点について考案を加え

た．
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