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1．はじめに

　血中サイロキシン（T4）およびトリヨードサイ

ロニン（T3）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広く行われている．T4の測定

にはかつてcompetitive　protein　binding　analysisi）

が用いられたが，特異性および簡便性にすぐれる

radioimmunoassay（RIA）の出現により，今日で

はT3とともにRIAによる測定が一般的となって
いる2亀4）．

　RIAにおいてはbound（B）とfree（F）の分離法

が測定の精度，再現性に大きな影響を与える要因

であるとともに，その操作の簡便性を左右する重

要な因子であり，今日まで種々の改良工夫が行わ

れている．今回，ラテックスの微粒子に抗体を結

合させた固相法RIAであるアマレックスT4およ

びアマレックスT3キット（RCC製，科研化学）を
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使用する機会を得たので，若干の基礎的検討を行

うとともに，臨床例での測定および他法との比較

検討を行った成績を報告する．

II．測定方法と検討対象

　1）キットの内容と測定操作

　アマレックスT4キット（以下T4キット）は1251－

T4溶液（赤色液，　thiomersalate含有），ラテック

ス微粒子に結合させた抗T4抗体の懸濁液（青色液）

および標準T4ヒト血清（凍結乾燥品で使用時に

0．5m1の蒸溜水を加えて溶解，0，2．4，5．5，11．7お

よび22・5μ9／100m1のT4を含む）より構成され

ている．

　アマレックスT3キット（以下T3キット）の場

合は，1251－T3溶液（赤色液，　thiomersalate含有），

ラテックス微粒子に結合させた抗T3抗体の懸濁

液（青色液）および標準T3ヒト血清（凍結乾燥品

で使用時に0．5m1の蒸溜水を加えて溶解，0，78，

184，376および747ng／100　m1のT3を含む）より

成る．両キットは抗体をラテックス微粒子に結合

　Key　words：　Solid　phase　radioimmunoassay，　Thy－

roxine，　Triiodothyronine
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させた固相法であるため，B・F分離が簡単，迅

速であることおよび抗体が懸濁液となっているこ

とより，溶液法の持つ均一性をも保持し得る点を

共通の特徴としている．

　測定操作の概略はFig．1に示すごとくで，両キ

ットとも検体は25μ1である．T4キットとT3キ

ットではインキュベイション条件に若干の相違が

みられるのみで基本的操作はまったく同様であ
る5）．

　2）測定法に関する基礎的検討

　上記の両キットについて，インキュベイション

時間および温度，測定の精度および再現性，抗体

の特異性，希釈試験および回収率などの検討を行

った．

　3）臨床的検討の対象

　臨床測定の対象としては，京大病院甲状腺外来

を受診した各種甲状腺疾患患者および正常妊婦，

京大病院職員を主とする健常者を用いた．また，

同一血清についてダイナボット社のT4リアキット

IIおよびT3リアキットIIを用いて，　T4およびT3

の測定を行ってそれぞれの測定値を比較検討した．

III．成　　績

　1・基礎的検討の成績

1）インキュベイションの温度および時間

　インキュベイションをT4キットでは45分，　T3

キットでは1時間，それぞれ4，25および37℃で

行った時の標準曲線および3種類のプール血清の

測定値をFig．2に示した．温度の上昇とともに

Bo％の上昇がみられたが，　T4キットでは25°Cと

37°Cでほぼ相似した標準曲線となり，測定値も

ほぼ一致していた．一方，T3キットでは25℃よ

りも37℃でより急峻な標準曲線が得られ，感度

の上昇がみられた．そこで次にT4キットの場合

25°Cで，30，45，90および180分，T3キットの

場合は37°Cで，30，60，120および240分のイン

キュベイションを行ってインキュベイション時間

の影響を検討した．Fig．3に示すごとく，　T4キッ

トでは30分の場合に比して45分の時結合率の上昇
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が比較的大きかったが，以後の増加は少なく測定

値もよく一致していた．一方，T3キットでは30分

の時に比べ60分で著しくBo96の上昇がみられ，

標準曲線が急峻となったが，以後の変化は少なく

測定値はいずれの条件でも良好であった．

　以上の成績より，規定の通りT4キットでは，

25°C，45分，T3キットでは37°C，1時間のインキ

ュベイションを行うのがよいと考えられた．

　2）抗体の特異性

　ラテックス微粒子に結合した抗体の特異性につ

いて検討するため，抗T4抗体についてはT4　free

血清にT3，　monoiodotyrosine（MIT）およびdi一

iodotyrosine（DIT）（いずれもSigma社）をそれぞ

れ1～1，000　P9／100m1添加して1251－T4の結合

におよぼす影響をみた．T3では81μg／100　mlで

50％結合阻害を示し，9．5％の交叉反応が認めら

れたが，その他ではまったく交叉反応がみられな

かった．一方，T3キットの抗T3抗体については，

T3　free血清にL－T4（Sigma社），　MITおよびDITを

100n9～lOO　ptg／100・mlまで添加したものを用い

て1251－T3の結合におよぼす影響をみた．　T4では

50μ9／100m1で50％の結合阻害がみられ，0．38％

の交叉反応であった．その他ではまったく影響が

みられなかった．

　3）希釈試験

　T4高値の5血清をT4　free血清で希釈してT4キ

ットで測定した成績およびT3高値の4血清をT3

free血清で布釈してT3キットで測定した成績を

Fig．4に示したが，いずれも原点に向う直線上に
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プロットされた．

　4）回収率

　回収率はプール血清に各キット添付の標準血清

を加えて検討した．Table　1に示すごとくT4キッ

トでは81．1～105．8％，平均回収率96．3％であり，

T3キットのそれは95．7～118．9％で平均104．4％で

あった．

　5）精度および再現性

　T4およびT3濃度がそれぞれ低値から高値の3

種類のプール血清を用いて，同一アッセイで10回

繰返し測定を行った際の測定成績はTable　2の左

T4－kit

Table　l　R㏄overy　study．

Added　T4
（μg／100m’）　　2．75　　5．85　　11．25

1）　3．04　　　　　　recovered　　　　　2．44　　　　5．53　　　11．02

　μg／100m～recovery（％）　88．7　　94．5　　98．0

2）3．48　　　　　　recovered　　　　　2．91　　　　5．91　　　11．37

　μg／100m’　reccvery（％）105．8　　101．0　　101．1

3）6．13　　　　　　recovered　　　　　2．23　　　　5．90　　　10．77

　μg／100ml　recovery（％）81．1　　100．9　　95．7

T3－kit

Added　T3
（ng／100　ml）　92 188 394

1）　65．5　　　　　　recovered　　　　94．5　　　223．5　　　426．5

　ng／100　ml　recovery（％）102．7　　118．9　　108．2

2）　129．O　　　　　recovered　　　　88．0　　　182．0　　　410．O

　ng／100　ml　recovery（％）95．7　　96．8　　104．1

Table　2

T4－kit

Precision　and　reproducibility　of　the　assays．

Serum
intra－assay（n＝10）　inter－assay（11＝4）

1 2 3 1 2 3

Mean
s．d．

c．v．（％）

5．03　　9．48　15．82　　5．25　10．35　17．80

0．26　　0．33　　0．43　　0．19　　0．42　　0．18

5．2　　　3．5　　　2．7　　　3．6　　　4．1　　　1．0

T3・kit

Serum
intra－assay（n＝10）　inter－assay（n＝5）

1 2 3　　　1 2 3

Mean
s．d．

c．v．（％）

74．7　134．8　390．8　　69．0　135．2　383．2

2．4　　　3．3　　　4．9　　　7．2　　　5．8　　　4．4

3．2　　　2．4　　　1．3　　10．4　　　4．3　　　1．2

に示すごとくで，その変動係数はT4キットで

2．7～5．2％，T3キットでは1．3～3．2％であった．

一方，これらの3血清についてT4キットで4回，

T3キットで5回異なったアッセイによる測定を

繰り返した際の再現性はTable　2右に示すごとく

で，変動係数はT4キットで1．0～4．1％，　T3キ

ットで1．2～10．4％であった．

　2・臨床的検討の成績

　1）健常者および各種甲状腺疾患患者における

　　　測定成績

　T4キットを用いて臨床例における血中T4濃度

の測定を行った成績をFig．5に示した．健常者20

例では8．5～14．7μg／100m1の間に分布し，平均

11．0±1．5（S．D．）μg／100　m1であった．正常域とし

て平均値±2S．D．を取ると8．0～14．0μ9／100m1

となり，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21例のうち22．5μg／100m／以上

の7例を除いた14例では平均19．1±1．5μ9／100m1

で全例16．4μ9／100m1以上の値を示した．甲状腺

機能低下症21例では0．5～5．1μg／100　mlに分布し，

平均2．4±L4μg／100　m1であった．甲状腺癌3例

では7．4±0．3μg／100m1とやや低値であった．一

方，妊婦8例では12．1±1．1μg／100m1で正常高値

ないし，やや高値に分布し，サイロキシン結合グ

ロブリン（TBG）減少症3例ではいずれも低値で

あった（2．9土o．6Ptg／loo　m　1）

　T3キットによる血中T3の臨床測定成績はFig・

6に示すごとくである．すなわち．20例の健常者

では112～188ng／100　m1に分布し，その平均値お

よび標準偏差は148．±22ng／100　m1であった．正

常値として平均値±2S．D．を取ると104～192　ng／

100m1となり，全例がこの範囲に入った．バセド

ウ病18例では276ng／100　m1以上の高値を示し，

747ng／100　m1以上の高値を示した2例を除く16

例の平均は443土134（S．D．）ng／100　m1であった．

甲状腺機能低下症15例では24～109ng／100　m1に

分布し，平均44±25ng／100　m／であり一部健常者

との重なり合いがみられた．甲状腺癌3例では

102±5ng／100　m1と正常下限ないし低値であっ

た．妊婦9例では184：±31ng／100　m1と正常高値
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ないしやや高値に分布し，TBG減少症3例では

72士2ng／100　m1と低値であった．

　2）他キットによる測定値との比較

　T4キットによる血中T4濃度とダイナボット社

T4リアキットIIによる測定値との関係をFig．7

に示した．両測定値の間には相関係数0．974の良

好な正相関が認められ，絶対値においてもほぼ一

致する成績が得られた．

　同様に，T3キットによる血中T3濃度とダイナ

ボット社T3リアキットIIによる測定値の関係を

プロットした成績をFig．8に示した．両測定値の

間には相関係数0．983の良好な正相関が認められ

たが，高値域ではT3キットによる測定値がT3リ

ァキットIIによる測定値よりやや高値となる傾向
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が認められた．

　3）血中T4濃度とT3濃度の関係

　55例についてアマレックスT4およびT3を用い

て測定した血中T4およびT3濃度の関係をFig．

9に示した．両者の間には相関係数0．916と良好な

正相関が認められた．甲状腺機能充進症ではT4

に比しT3が相対的に高値の傾向がみられた．一

方，機能低下症でもT3がT4に比し相対的に高い

ものが認められた．

IV．考　　案

　抗体をラテックス微粒子に結合させた固相法

RIA，アマレックスT4，　T3の両キットについて基

礎的検討ならびに臨床的有用性の検討を行った．

　一般に固相法ではB・F分離が簡単かつ短時間で

行える特徴を有しているが6’14），本法ではラテッ

クスの微粒子に抗体を結合させており，反応後の

B・F分離は単に遠心操作を行うのみでよい．さら

に抗体結合ラテックス微粒子はその反応面積が大
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きく，また長時間懸濁状態が保たれることより，

抗原抗体反応が均一かつ迅速である利点を有して

いる．このことは一般に固相法では結合カウント

が低いといわれるのに対し，両キットともに50°，，

以上のBo／Tgi，が得られたことに反映されており，

測定精度の向上，反応時間の短縮などの上で有利

である．なお，本法ではT4あるいはT3と結合蛋

白との結合阻害剤としてthiomersalateが用いら

れている．

　インキュベイションの温度および時間について

は，T4キットでは25°C，45分，　T3キットでは，

37℃，1時間という規定条件でそれぞれ良好な結

果が得られた．時間に関してはこれ以上であれば

3時間程度まで長くなっても，測定値には殆ど影

響はみられなかった．

　抗体の特異性については，T4キットでT3との

交叉反応が9．5°6認められたが，血中T3濃度がT4

の1～2％程度である点より，臨床上測定値への影

響は殆ど無視しうるものと考えられた．一方，T3

キットではT4の交叉反応が0．38％みられた．こ

れはキットの使用説明書に記されているく0．3％5｝

よりやや高値であるが，使用したT4の純化を特

に行わなかったため，この交叉反応はT4そのも

のに若干のT3の混在があることによる可能性を

否定できない．

　高T4および高T3一血清の希釈試験ではそれぞれ

良好な成績が得られ，また，両キットによるT4お

よびT3の回収率は満足すべきものであった．し

たがって，これら両キットによる測定値は内因性

T4およびT3をよく反映しているものと考えられ
る．

　測定値の精度および異なるアッセイでの再現性

はT4キット，　T3キットともに極めて良好であっ

た．

　以上の諸検討より，両キットは極めて簡便で，

かつ精度のよい血中T4およびT3濃度測定法とし

て十分臨床上使用しうるものと考えられた．

　臨床成績では，T4キットによる血中T4濃度の

正常値は平均値±2S．D．を用いると8．0～14．0μg／

100m1であった．バセドウ病では16．4μg／100　ml

377

以上の高値を示し，甲状腺機能低下症では5・1μg／

1　OO　mt以下に分布し，両者とも健常者の値との重

なり合いはなく，よく甲状腺機能を反映していた．

また，妊婦ではやや高値，TBG減少症では低値

を示し，TBGの変化に伴う血中T4量の変動をよ

く反映していた．

　一方，T3キットによる血中T3濃度の正常値は

104～192ng／100　m’であった．バセドウ病では276

ng／100　ml以上の高値を示し，健常者の値との重

なり合いはみられなかった．これに対し，甲状腺

機能低下症では109ng／100　m1以下に分布し，健

常者の値との重なり合いがみられた．また，T4の

場合と同様，T3においても妊婦ではやや高値，

TBG減少症では低値となり，TBGの変化に伴う

T3量の変動が反映されていた．

　他法との比較検討では，T4キットによる測定値

をダイナボット社のT4リアキットIlによる測定

値と比較したが，両者は極めて高い相関係数を示

し，その絶対値もよく一致していた．一方，T3キ

ットによる測定値とダイナボット社のT3リアキッ

トHによる測定値の比較では同様に高い相関係数

が得られたが，高値域でT3キットによる測定値

がT3リアキットIIによる測定値よりやや高値と

なる傾向が認められた．

　本法によるT4およびT3測定値の関係では，両

者の間に良好な正相関が認められたが，甲状腺機

能〕tt；進症ではT4に比し相対的にT3が高値であり，

T3の診断的価値が高いことが示された．一方，甲

状腺機能低下症ではT3が正常域にあるものが存

在するため，T4の方が診断価値が高いといえる．

妊婦などTBG増多を来たす場合にはT4，　T3とも

に健常者と同様な比率で増加することが認められ

た．

V．結　　語

　抗体をラテックス微粒子に結合させた固相法

RIAによるT4，　T3測定キット，アマレックスT4，

T3について，その測定条件，特異性，精度，再現

性などを検討するとともに臨床的有用性を評価し

た．本法はB・F分離が簡便で，短時間に精度の高
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い測定が行えることが認められた．臨床例におけ

る測定値は他のRIA法のそれと良好な相関を示し，

T4，　T3キットいずれも甲状腺機能検査法として

有用であることが認められた．本法による血清T4

およびT3濃度の正常値はそれぞれ8．0～14．0μg／

100m1および104～192　ng／100　m1であった．

　終わりに，キットを提供された科研化学株式会社に謝

意を表します．
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