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《ノート》

ラジオイムノアッセイによる人血清3，3’，5’

　　　triiodothyronine（reverse　T3）の測定

Measurement　of　3，3’，5’triiodothyronine（rT3）in　Human　Serum

　　　　　　　　　　with　Radioimmunoassay

満　間　照　典＊

Terunori　MITsuMA

1ヲrs’depa〃’11　etl　t　of　i〃ter〃al／nedicine，　Nagの，a〃〃∫レers々sclrool〈ゾmed’c〃le

はじめに

　甲状腺ホルモンの測定法としてradioimmuno－

assay（RIA）法が導入され，　thyroxine（T4）や3，

5，3’triiodothyronine（T3）の測定法としてRIA法

が現在広く用いられている．

　もう1っのthyronineである3，3’，5’triiodothy－

ronine（rT3）は従来生物活性がないことより，あ

まり注目されていなかったが，Choprai）らにより

rT3の測定法としてRIA法が導入され，血清中の

rT3値が各種病態2）一一　10）において変動することが報

告されて以来，その生理的病態生理的意義につい

て検討が加えられている．著者もrT3のRIA法

の開発をこころみ，感度良好なRIA法を確立し，

各種疾患における血清rT3値の変動を観察したの

で報告する．

実験材料および方法

　1）　L－3，3”，5’triiodothyronine（rT3）L－3，3〃

diiodothyronine（T2）は西ドイツHenning社製の

ものを，L－T4，　L－T3，　L－tertraiodoacetic　acid（tet一
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rac），　L－triiodoacetic　acid（triac），　L－3，5，　T2，　L－

diiodotyrosine（DIT），　L－monoiodotyrosine（MIT）

および牛血清アルブミン（BSA）はSigma社製の

ものを使用し，8－anilino－1－naphthalene　sulfonic

acid（ANS）はEastman　Kodak社製のものを用い

た．

　2）rT3－1251はダイナボット社製のものを用い

た（specific　activity：3，000～5，000　ptc／μg）．

　3）　1－cyclohexy－3（2，　morpholinylethy1）carbo－

dimide　metho－p－toluene　sulfone　（morph－CDI）

はAldrich　Chemical　Co．，　Incのものを用いた．

　4）Polyethylene　glyco1（PEG）は片山化学社製

の分子量6，000のものを用いた．

　5）Bufferとしては0．2％のBSAを含むpH　8．6

0．08　M　barbital　bufferを使用し，測定の際の稀釈

はすべてこのbufferにて行った．

　6）抗体作製方法：Choprai）らの方法に準じB

SAに（morph－CDI）を用いてL－rT3を結合させ，

この結合物lmgを抗原としてcomplete　Freしmds

adjuvantと共に4週間ごと家免に感作し，おのお

のの感作後の7日目に耳静脈より採血し，後述の

assay　proceureに準じて抗体の有無および抗体価

の推移について検討した．

　7）rT3　free血清の作製方法：著者が先に報告11）

　Key　words：　3，3，’5’－triiodothyronine　（reverse　T3），

3，5，3’triiodothyronine（T3）
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ASSAY　PROCEDURE
standard　or　sample　　　　O．1　mt

antibody　　　　　　　　O．1　ml

r－T3－1－125　　　　　　　　0．1　ml

buffer（contained　ANS）　0．3　m1

核医学　　15巻4号（1978）

Table　1 Relative　reactivity　of　various　thyroid　hormone

derivatives　with　anti－rT3　antibody

compound relative　reaCtivitv

　　　　　　　　↓

　　incubated　at　4°C　for　24　hour

　　　　　　　　↓

25％polyethylene　glycol　solution　1．O　m1

　　　　　　　　↓

　　　　　centrifugation

　　　　　　　　↓

　　　　　　　count
　　　　　　　　↓

　　　　　CalUCUIatiOn
B／T％－net　c°u鵠慧蒜｝anda「d・1・・

　　　Fig．1　Assay　procedure
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したT3，　T4　free血清の作製方法に準じて行った．

すなわち正常血清100m1にtracerとしてrT3－1251

を加えた後，activated　charcoal　209を加え4°C

に24時間放置した後，10，000Gにて3回遠沈し，

完全にcharcoa1を除去した．この方法でtracer

として添加したrT3－1251の99％が除去できたの

で，この血清をrT3　free血清として用いた．

　8）assay　procedure（Fig．1）：10×75　mmのプ

ラスチック試験管を用いFig．1のごとき手順で行

った．

　9）血清T3，　T4の測定法：血清T3，　T4の測定

は先に報告11）したRIA法によって行った．

対象および採血方法

　名古屋大学第1内科外来および入院患者で，臨

床症状所見および諸検査にて診断した正常者17例，

甲状腺機能充進症18例，甲状腺機能充進症に抗甲

状腺剤投与中でeuthyroid　stateにある45例，甲状

腺機能低下症10例，慢性甲状腺炎15例，結節性甲

状腺腫6例，単純性甲状腺腫6例，亜急性甲状腺

炎3例および正常妊婦4例の計124例を対象とし

て午前9時に採血し，血清分離後測定まで一20°C

に保存した．

実験結果

　1）抗体価の推移：感作した家兎4匹中2匹に

測定に用い得る抗体を得た．その中の1匹では第

3回目の感作後より抗体を認め，第6回目には最

終稀釈（1：1，200）の抗体を得た．本研究にはこの

抗体を用いた．

　2）抗体の特異性（Table　1）：前述の抗体と甲状

腺ホルモンおよびそのanaloguesとの免疫交叉性

をrT3に対する反応性を100として表わした．判

定にはB／T％がB。の50％なる標準曲線の最も急

峻な所を用いた．LT4とは0．001，L－3，3’－T2とは

0．001，L－T3　とは0．OCO1，　L－tetrac　とは0・001，　L－

triacとは0．0001以下，　L－3，5T2とは0．004，　L－

DITとは0．0001以下，　L－MITとは0．0001以下，

ANSとは0．0001以下であり，本研究に用いた抗

体はrT3に対する特異的抗体であることを認めた．

　3）incubation時間の検討（Fig．2）：4°Cで12時

間，24時間および48時間incubateし，　incubation

時間の標準曲線に及ぼす影響を検討したところ，

Fig．2のごとく12，24，48時間のincubationでほ

ぼ同様の結果が得られたので，実際の測定には24

時間のincubation時間を用いることとした．

　4）PEG濃度の検討（Fig．3）：bound　formと

free　formの分離にPEGを用いたが，その至適濃

度について観察した結果がFig・3である・図のご

とく測定反応液量0．6m1に対してPEG濃度15％

以上のものを1m1用いればほぼ同様の標準曲線

が得られたので，測定には25％の濃度のものを用
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Fig．4　Effect　of　ANS　concentration　on　B／T％

いることとした．

　5）ANS濃度の検討（Fig．4）：血清中に存在す

る甲状腺ホルモン結合蛋白（TBP）が測定系に影響

を及ぼすので，血清中のrT3測定にはTBPの影

響をのぞく必要がある．その目的にANSを用い

たので，その至適濃度を検討したのがFig．4であ

る．図のごとくANS濃度が100μ9／tube以上で

は正常者，甲状腺機能充進症，甲状腺機能低下症

およびTBPの高い妊婦血清でもそれぞれの血清

でほぼ同様のB／T％が得られ，これ以上の濃度の

ANSを用いればTBPの影響をのぞくことができ

ることを認めた．そこで測定には200μ9／tubeを

用いることとした．

　6）標準曲線および高rT3血清の稀釈曲線（Fig．

5）：標準曲線は1～1，000ng／d1まで直線性を示し，

最低感度は1ng／d1であった．また高rT3血清を

rT3　free血清で稀釈した稀釈曲線は標準曲線にほ

ぼ平行であった．

　7）回収率：正常者，甲状腺機能充進症および

甲状腺機能低下症血清に1．0～100ng／dlのrT3を

加え，回収率を検討したところ，平均98．5土4．0％

であった．

　8）intraassay　reproducibilityおよびinterassay

variation：各種甲状腺疾患15例についてintraassay

reproducibilityおよびinterassay　variationを検討

したところ，それぞれ4．0％，6．2％であった．

　9）各種甲状腺疾患における血清rT3値（Table

2）：正常者17例における血清rT3値は15～40ng／

d～に分布し，平均27．4土8．9ng／dl（Mean土SD）で

あった．甲状腺機能充進症18例では60～500ng／dl

に分布し平均201．8士137．4ng／d1，甲状腺機能充進
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症を抗甲状腺剤で治療中でeuthyroid　stateにある

45例では15～50ng／d1で平均30．6±10．4　ng／d1で

あった．甲状腺機能低下症10例では測定感度の1

Table　2　rT3　levels　in　serum　in　various　thyroid　diseases

subject
　rT31evels
nrange　ng／dl　Mean±SD

normal
hyperthyroidism

treated　hyperthy－

　roidism
hypothyroidism

chronic　thyroiditis

nodular　goiter

simple　goiter

subacte　thyroiditis

pregnancy

17　15－－40

18　6a500
45　15－50

27．4土8．9

201．8土137．4

30．6±10．4

10　〈1－10　　　　　　　　　6土4．6

15　　10－50　　　　　　　23．7土13．8

610－40　　26．8土7．7
6　　20－32　　　　　　　26　：ヒ5．3

3　80，90，150

440，40，50，60

ng／d1以下より10ng／d1で測定感度以下の症例を

除いた例の平均は6±4．6ng／dlであった．慢性甲

状腺炎15例では10～50ng／d1，平均23．7土13．8　n9／

d1，結節性甲状腺腫6例では10～40　ng／d1平均26．8

±7．7ng／d1，単純性甲状腺腫6例では20～32ng／dl

平均26土5．3ng／d1，亜急性甲状腺炎（急性期）の

3例ではそれぞれ80，90，150ng／dtであった．正

常妊婦4例ではそれぞれ40，50，60ng／d1であっ

た．

　10）血清T4およびT3値とrT3値の相関：各種

甲状腺疾患40例についてrT3値と血清T4値との

相関を見たところr＝0．706と推計学上有意な（P

＜0．001）正の相関を認めた．また血清T3値とrT3

値の相関はr＝0．775と推計学上有意な（P〈0．001）
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Fig．6　Changes　of　rT3，　T4　and　T31evels　in　serum　during　antithyroid　drug　treatment　in

　　　patients　with　hyperthyroidism
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正の相関を認めた．

　11）　甲状腺機能充進症治療中のrT3値の変動

（Fig．6）：図は甲状腺機能充進症4例にMMI治療

を行った際の血清rT3，　T4，　T3値の変動を示したも

のである．図のごとくrT3値はT4，　T3値と同様

MMIの投与期間が増すに従って低下し，　T4，　T3

値とほぼ同時に正常範囲内に分布するようになっ

た．

　12）甲状腺機能低下症にT4治療中のrT3値の

変動（Fig．7）：甲状腺機能低下症2例にT4治療中

の血清rT3値の変動を示したのがFig．7である．

図のごとくT4の投与期間が増すに従って増加し，

T4，　T3とほぼ同時期に正常範囲に分布するように

なった．

　13）亜急性甲状腺炎にアスヒ゜リン投与中のrT3

400

100

＼
＼一一一．一

　＼＼

　　　．一・4rτ3
レ’一

T4μ91dl

　before　l　2345week
Fig．8　Changes　of　rT3，　T4　and　T3　during　aspirin

　　　treatment　in　a　patient　with　subacute　thyroiditis

値の変動（Fig．8）：亜急性甲状腺炎の1例にアス

ピリン治療を行った時の血清rT3，　T4，　T3値の変

動を示したのがFig．8である．アスピリン投与前

の急性期には血清rT3，　T4，　T3値共高値を示した

が，アスピリン投与期間が増すに従って低下し，

投与開始3週目にはいずれも正常範囲内に分布す

るようになった．

考　　察

　近年甲状腺ホルモンの測定法としてRIA法が

導入され，T3，　T4の測定法として広く用いられて

いる．もう一つのthyronineであるrT3は従来生

物活性がないことよりあまり注目されていなかっ

た．Chopra1）らによりrT3の測定法としてRIA

法が導入されて以来，種々の病態における血清

rT3の変動が報告され2）一一10），血清rT3の生理学的

病態生理学的意義が注目されている．そこで著者

はrT3のRIA法の開発をこころみ，感度良好な

方法を確立すると共に各種甲状腺疾患における変

動を観察したので報告する．

　抗体の作製方法はChopra1）らの方法に準じ，

L－rT3をmorph－CDIを用いてBSAに結合させ，

この結合物を抗原として家兎に感作して作製した．

得られた抗体は抗体価は低いが，測定には充分用

い得る抗体であった．また抗体はT4と0．001％，

T3とは0．0001％，L，3，5－T2とはO．004％，　L－tetrac
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とは0．001％3，3’L－T2とは0．001％の免疫交叉性

を認めたが，他の甲状腺ホルモンanaloguesとは

交叉性を認めず，rT3に特異的抗体であることを

認め，従来報告2）”10）されている抗体と同様rT3の

測定に用い得る抗体であることが認められた．

　incubation時間の検討を行ったところ，4°Cで

は12～48時間のincubationでほぼ同様の結果が得

られたので，24時間のincubation時間を用いるこ

ととした．bound　formとfree　formの分離方法

としてPEGを用いたが，全反応液量0．6　m1に

対して15％以上のPEG　1　mlを用いれば良好な結

果が得られたので，25％のPEGlm1を用いるこ

ととした．

　血清中のrT3を測定するには血清中に存在する

TBPが測定に影響を及ぼすので，このTBPの影

響をなんらかの方法で除かなければならない．

Chopra1）らはこの目的に血清よりrT3を抽出後

に測定を行う方法を，Nicod2）はANSを用いる

方法を報告している．著者はこの目的のために

ANSを用い，その至適濃度を検討したところ，

tubeあたり1　OO　Ptg以上のANSを用いればTBP

の影響を除くことができることを認め，測定には

200　Pt9／tubeのANSを用いることとした．この方

法は抽出法に比し簡便で良い方法である．

　標準曲線は1ng～1，000ng／dlまで直線性を示し

最低感度は1ng／d1であった．これは従来の報

告1）・2）より感度は良好である．また高rT3血清の

稀釈曲線は標準曲線とほぼ平行であった．

　回収率はほぼ100％と良好であり，intraassay

reproducibilityやinterassay　variationもほぼ満足

すべき結果であった．

　以上本法は感度良好で簡便な方法であり，血清

中のrT3の測定に充分用い得る方法であることが

示唆された．

　本法で測定した血清rT3値は正常者で15～40

ng／d1平均27．4　ng／d1でChoprai）らやNicod2）ら

の報告に比しやや低値であったが，他の報告4）・9）・

10）とはほぼ同様の値であった．この差は測定系の

差によるものと考えられた．甲状腺機能充進症で

は高値，甲状腺機能低下症では低値，慢性甲状腺

炎，結節性甲状腺腫および単純性甲状腺腫では正

常範囲内，妊娠では高値を示し，従来の報告1）・2）・8）

に一致した．亜急性甲状腺炎の急性期には高値を

示したが，T4，T3と同様甲状腺から血中への流出

によるものと考えられた．血清T4，T3値とは比較

的良好な正の相関が認められたが，一部症例では

差異が見られ，今後rT3の病態生理学的意義を検

討する上で重要な症例と考えられる．甲状腺機能

充進症にMMI治療を行うとT4，　T3の正常化と

共にrT3も正常範囲に分布するようになった．ま

た甲状腺機能低下症にT4治療を行うとT4，　T3の

正常化とほぼ同時に正常化した．亜急性甲状腺炎

にアスヒ゜リン療法を行うとT4，　T3とほぼ同様な

変動を示した．

　以上血清rT3値はT4，　T3とほぼ同種の変動を

示したが，一部症例では必ずしもT4，　T3の変動

に平行しなかった．今後このようなrT3の変動を

検討することによりrT3値の意義が明らかにされ

るものと思われる．

結　　語

　1）rT3に対する特異的抗体を作製し，この抗

体を用いて血清中のrT3を直接測定するrT3　RIA

法を確立し報告した．

　2）本法の最低感度は1．Ong／d1であった．

　3）回収率intraassay　reproducibility，　interassay

variationも満足すべき結果が得られた．

　4）本法で測定した血清rT3値は正常者で平均

27．4土8．9ng／dlであり，甲状腺機能充進症で高値，

甲状腺機能低下症で低値，妊娠で高値を示し，血

清T4，T3値とほぼ同様の変動を示したが，一部

症例ではT4，　T3の変動と平行しなかった．

　終わりにrT3－1251を提供下さったダイナボット社に謝

意を表わします．
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