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Polyethylene　Glycohl（PEG）を用いたRadioimmunoassayによる

　　血中Thyroxine測定法（科研T4（PEG）RIA　Pac）の検討
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緒　　言

　甲状腺機能検査の一つとして，血中thyroxine

（T4）を測定することは必要欠くべからざるもので

ある．T4測定に関しては，1960年Ekinsら1）に

よりsaturationanalysis法が開発され，さらに

Murphy2）によってcompetitive　protein　binding

analysis（CPBA）法が確立された．その後，小分

子のT4にalbuminなどの高分子蛋白を結合させ

ることで抗原性をもたせ，T4に対する特異抗体

の作製力河能となりradioi㎜unoassay（RIA）法

が実用化された3・4）．しかもT4を血中thyroxine

binding　Protein（TBP）から遊離させるためにTBP

結合阻害剤を使用することにより血清を抽出操作

なしに直接測定に供することが可能となった5）．

一方RIA法では特異抗体との結合型（B）と非結

合型（遊離型：F）との分離法が問題とされる．今
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回，著者らは分離法の一種であるpolyethylene

glyco1（PEG）を用いたT4（PEG）RIA　Pacを使用

して実際検査室での問題点について検討を加えた

ので報告する．

1．実験方法

A．測定方法の概略（科研：T4（PEG）RIA　Pac）

　T4標準液あるいは被検血清50μ1，1251－T4液

200μ1，抗T4血清200　ptを順次試験管に加

え振とう混和して室温に45分間インキュベーシ

ョンする．PEG液1．O　m1を加え十分混和したの

ち遠心分離し，上清を除去する．沈澱のカウント

を計測して，同時に作成した標準曲線から血清

T4値を読みとる．以上の測定方法の概略をFig．1

に示す．

凪　検討項目

　T4測定にはPEG法を採用しているT4　PEG

RIA　Pac（RCC科研化学）を使用し，以下の項目

につき検討した．

　1．インキュベーション温度と時間の影響

Key　words：T4　RIA，　polyethylene　glyco1（PEG）
method，　thyroxine　level　of　human　serum，　Hashimoto’s

thyroiditis，　diagnosis　of　thyroid　function
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Standard　T4　sol．　or　Unknown　samples　50μ∫

　　　　　　　　　1

　　　　1251－Thyroxine　　200μ1

　　　　Antisemm　　　　200　Pt

　　　　　　　　　l

　　　　　　　　Mixing
　　　　　　　　　l

　　　　　　　Incubation
　　　　　45min．　room　temp．

　　　　　　　　　l

　　　　　　PEG　so1．1．0　ml

　　　　　　　　　l

　　　　　　　　Mixing
　　　　　　　　　l

　　　　　　Centrifugation
　　　15min．　room　temp．＞1，500　G

　　　　　　　　　l

　　　　Decantation　or　Aspiration

　　　　　　　　　I

　　　　　Count　radioactivity

Fig．1T4（PEG）RIA　Pac（科研化学）の測定法

　4°C，20°C，25°C，37°Cでそれぞれ45分間イン

キュベーションを行い，標準曲線に及ぼす影響を

検討した．また，25°Cで30分，45分，60分お

よび4°Cで24時間インキュベーションを行い標

準曲線に及ぼす影響を検討した．

　2．再現性

　T4が低濃度，中濃度および高濃度を示すプー

ル血清を用いて同一検体を同時に10回測定して

行った同時再現性（intraassay），また測定日をか

え，5回の測定を行い日差再現性（interassay）を

検討した．

3．希釈試験

　T4高濃度のプール血清を生食水で2倍，3倍，

4倍に希釈し，その影響について検討した．

　4．回収率

　プール血清の各濃度に対して標準溶液の既知濃

度を一定量加え，その必要量を採集し，標準曲線

と同一条件下で測定した．

　5．PEG法測定値とsponge法測定値の比較

　比較検討に用いた血清は健常者54例，甲状腺

機能充進症19例，甲状腺機能低下症18例，正常

妊婦15例・橋本病30例およびネフローゼ症候群

1例，計137例を対象とした．ただし橋本病にっ

いては，生検によって確定診断されたものについ

てのみ検討を行なった．またsponge法はダイナ

ボット社kitを使用した．

　1）各種疾患におけるT4値の比較

　同一患者血清をPEG法とsponge法について

比較した．

　2）標準溶液の検討

　両kitに添付してある標準T4溶液を他社kit

で測定し比較検討を行なった．

　3）健常者血清と橋本病患者血清におけるPEG

　　法とspone法での比較

　両kitで測定した値の平均値比（sponge法／PEG

法：S／P）を用いて，健常者血清と橋本病患者血清

の比較および血清蛋白濃度の影響について推計学

的に検討を行なった．

II．結　　果

1．インキュペーション温度と時間の影響

　それぞれの温度で指定の45分間インキュベー

ションすると温度の上昇するとともに各標準点で

の結合率（B／T％）は増加し標準曲線の傾きも増し

てくる．しかし各濃度のプール血清においては温

度の上昇とT4　B／T％の増加は必ずしも標準液の

場合と平行していなかった．20°Cと25°Cにおけ

る各濃度のT4値に有意な差は認められなかった

（Fig．2）．一方インキュベーション時間は標準曲線

の勾配そのものに影響を与えないがインキュベー

ション時間を長くするとB／T％の増加傾向を示し

た．各濃度プール血清においてみると時間の延長

とT4　B／T％の増加では30分，120分，45分の順

にB／T％が高値を示した．45分と60分ではT4

値に有意な差は認められなかった．4°C24時間で

は他の温度・時間に比してB／T％が高い傾向を示

した（Fig．3）．以下の検討は室温下で45分インキ

ュベーションを行なった．

2．再現性

　intraassayおよびinterassayを3濃度のプール

血清について示した（Table　1）．　intraおよびin一
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　　　　　　　　　　Serum　T4　U9／100M｝）

Fig．2　標準曲線におよぼすインキューべ一ション温度

　　　の影響

所％
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　　　　　　　　5　　　10　　　15　　　20
　　　　　　　　　　SerumT4（μg／1∞ml）

Fig．3　標準曲線におよぼすインキュベーション時間の

　　　影響

Table　1再現性
20

Sample
Intraassay　n＝10　　1nterassay　n＝5

Mean±S．D．　C．V．　Mean土S．D．　C．V．
μg／100　ml　（％）　μg／100　ml　（％）

Hypothyroid

Euthyroid

Hyperthyroid

1．29土0．08　　6．53　　　1．12土0．19　　17．32

8．85土0．34　　3．80　　　8．44土0．48　　5．64

18．75±0．82　4．34　　18．02土1．30　　7．23

terassayの平均変動係数（C．V．）はそれぞれ4．89％，

10．1％と良好な結果が得られた．

3．希釈試験

　Fig．4はT4高濃度のプール血清を生食水で希

釈したときの測定値と希釈度との関係を示したも

ので直接性が得られた．

4．回収率
　Table　2はT4理論値に対する実測値の百分率を

求めたものであり，高濃度，中濃度，低濃度の回
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Fig・4　希釈試験

収率は各々107．1％，97．0％，115．6％で平均回収率

は106．6％と良好な結果であった．
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　　　　　Fig．5　各種機能状態における血清T4値

Table　2　回収率

Serum　T4　Added　Observed　Calculated　Recovery
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％）μ9／100m1μ9／100・mlμ9／100・mlμ9／100　mt
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DlSEASE

（n＝30）

18．81）

8．92）

1．33）

0．7

4．2

11．5

1》Hyperthyroid　2）Euthyroid　3）Hypothyroid

4）Between　value

5．PEG法測定値とsponge法測定値の比較

　1）各種疾患におけるT4値の比較

　同一血清をPEG法とsponge法で測定すると・

健常者ではPEG法で8．6土1．6μg／100　mt（Mean

±S．D．），　sponge法で，9．7土1．6μg！1　OO　ml．甲状腺

機能低下症患者では，PEG法で2．3土1．4μg／100

ml，　sponge法で3．6±0．9μg／100　ml．充進症患者

ではPEG法で19．1±5．3μ9／100mL　sponge法で，

23．3土6．3μ9／100　mt，正常妊婦ではPEG法で10・9

±1．5μg／100m1，　sponge法で11．9土1．6μg／100　ml．

橋本病患者ではPEG法で5．7±2．3μg／100・ml，

sponge法で8．3±3．3μ9／100〃llであった（Fig・5）・

また137例における血清T4の測定成績はPEG法

とsponge法の間に良好な相関がみられ相関係数

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ蚤

　　　　　　　　　Oo　　　　　　　ロ　　　　・鮮

　　　　　0
5
£儒x▲

　口

oEuthyroid　　　　　　　　　●

●Hyperthyroid　　●
　　　　　　　　　ee▲Hypothyroid
oH：s　disease
△Prgnancy　　　　　　　●　　●●

　　　　　　　　　●xNephrotic　synd．●

　　　　　　　　　●

　．ee
・sse°

●

n＝137
7＝O．97
y－＝1．13X十〇・75

PくO・001

　　　　　　5　　　 10　　　15　　・20　　　25
　　　　　　　　　T4RIA－PEG　　（pg／loomD

Fig．6PEG法（科研化学社）とsponge法（ダイナボ
　　　ット社）の相関

はγ＝0．97であった（Fig・6）・

　2）標準溶液の検討

Table　3に示したごとく本kitの各標準溶液を

ダイナボット社kitで測定するとやや高値を示し，
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Table　3標準T4液の検討

Eng．　RCC　Abbott　Lab．　Abbott　Lab．　Eng．　RCC
Standard　　Kitによる　　Standard　Kitによる
　表示値　　　測定値　　　表示値　　　測定値

1017

0．7

4．2

11．5

20．1

0．8

4．9

12．8

21．5

0
5
0
5
0

　
　
1
1
〔
∠

0．4

3．8

7．8

11．5

14．5

Table　4　健常者血清と橋本病患者血清におけるPEG法

　　　　とsponge法での比較

Euthyroid
Controls

Hashimoto’s
Disease

　S／P1）　　　　S／P1）　　　　T．P2）　　　　r－G3）

　n＝54　　　　　n＝30　　　　　n＝30　　　　　n＝30

1．14±O．13　　1．46士0．24　　7．86土0．71　　1．76±0．364）

一
P〈0．OI一

＿
γ＿0．04」

γ＝0．35一

1）Spong／PEG　　　　2）Total　Protein（g／dl）

3）γ一globulin（9／dl）4）Mean土S．D．

ダイナボット社kitの各標準溶液を本kitで測定

するとやや低値を示した．すなわち本kitの標準

溶液はダイナボット社kitのそれに比して平均約

13％低濃度であった．

3）健常者血清と橋本病患者血清におけるsponge

法とPEG法での比較

　橋本病患者血清をPEG法とsponge法で比較

してみると相関係数はγ＝0．93で良好な結果を示

した．Fig．5に示すごとく橋本病患者と健常者と

比較してみると，両測定法間の差は大きかった．

そこでこの差の原因を調べるためにTable　4に示

すごとくS／P比をとってみると，橋本病患者血清

は健常者血清に比して有意に低値を示した（P＜

0．01）．さらに血清蛋白の濃度の影響についてみる

と血清蛋白濃度とS／P比ならびにγ一グロブリン濃

度とS／P比との相関係数は各々0．04，0．35と相関

は示さなかった．

考　　案

　今回，使用した本kitはB．F分離法の一つとし

てPEGを使用してあるため，操作が単純でかつ

短時間で行ない得ることと，きわめて温和な条件

でB．F分離ができることにあると考えられる。

インキュベーション温度・時間はそれほど厳密性

を要しないが，各濃度プール血清についてみると

温度の上昇とB／T％の増加は必ずしも標準液のそ

れと平行は認められなかった．しかし20℃と

25°CにおいてはT4値に有意差は認めず，また時

間は45分から60分行なえば十分測定可能と考え

られた．したがって，検体は同一標準曲線ととも

にインキュベーション温度・時間を平行し行なえ

ばT4値に及ぼす影響はないものと考えられる．

次に本測定法の精度をみるとintraassayおよび

interassayの平均変動係数はそれぞれ4．89％，

10．1％と良好な結果が得られた．また回収率は平

均106．6％と良好であり，さらにT4高値血清は生

食水で希釈すると直線性を示したことから検体の

希釈には生食水でも十分に可能であると思われる．

　B．F分離の原理が異なるため厳密な比較は困難

であるがPEG法とsponge法を用いて血中T4値

を比較検討してみると両測定法の相関係数はγ＝

0．97と良好で全体的にPEG法はsponge法に比

してやや低値を示す結果であった．このことは標

準溶液の差も1因子であると考えられるが両kit

の特異性によるものおよびB．F分離法の違いによ

るものも否定できないと考えられる．一方両kit

の比（sponge法／PEG法：S／P比）について，健常

者血清と橋本病患者血清を比較してみるとS／P比

は橋本病患者血清で有意に高値であり（P＜0．01），

橋本病患者血清ではPEG法がsponge法よりな

お一層低値になる傾向に示した．このことにより

橋本病患者血清中にはPEG法での測定でT4値を

低値にさせる影響因子があると考えられる。たし

かにPEG沈澱形成に及ぼす因子として，　PEG濃

度以外にタンパク質の種類，塩濃度，イオン強度，

pHなどの影響をうけるとする報告もある6）・7）．

今回は，橋本病患者血清の総蛋白濃度およびγ一グ

ロブリン濃度とS／P比との間には特別の相関を認

めることができなかったので，その因子は不明で

あるが，血清蛋白組成に異常をともなってくるも

のについてはPEG沈澱に影響が皆無とはいえな

いと考えられる．

Presented by Medical*Online



1018 核医学　　15巻7号（1978）

ま　と　め

　以上，本kitを使用し測定上に及ぼす影響につ

いて若干検討を行なった．インキュベーション温

度・時間は説明書通り行なえば十分測定可能であ

った．再現性および回収率は良好な結果が得られ

た．PEG法とsponge法の間には良好な相関が得

られたが，sponge法に比してPEG法は全体的に

やや低値を示した．橋本病患者血清は健常者血清

に比して一層低値になる傾向を示した．したがっ

て血清蛋白組成に異常を伴ってくるものには

PEG沈澱形成に十分考慮する必要があると考え

られる。本法は測定に要する時間が短かく操作も

簡便で甲状腺機能検査法として有用な方法である

と考えられる．

　（最後に，Kitをご提供いただいた科研化学株式会社

に謝意を表します．）
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