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Radioimmunoassayによるヒト血清TSHの測定
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1．はじめに

　血清中のTSHの測定は甲状腺疾患，特に甲状

腺機能低下症の早期診断および鑑別診断に不可欠

の検査である．その測定法としてはOdel1ら1）に

より開発された2抗体法radioimm皿oassay
（RIA）が用いられているが，従来用いられてきた

RIAのキットでは，一般に長時間のインキュベイ

ション時間を必要とし，結果を得るまでに日数を

要するのが難点であった2”4）．そこで近年この問

題を解決すべく，短時間インキュベイションでの

測定を可能にするような種々の工夫が行われる

ようになっている5・6）．今回，著者らは測定時間

の短縮化をはかったTSHのRIAキットとして

Thyro－SHureキット（Nuclear－Medical　Labora－

tories，　Inc．製，中外製薬）を試用する機会を得，

その基礎的な検討を行うとともに臨床的有用性に

ついて検討を行ったのでその成績を報告する．
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皿．材料および方法

　Thyro－SHureキットによるTSH測定の原理は

通常の2抗体法RIAにもとずいており，測定操

作の概略はFig．1に示すごとくである．

　本キットの特徴としては，（1）最初に抗TSH抗

体を添加して一定時間インキュベイションした後，

1251標識TSHを加える遅延添加法を用いている

こと，（2）インキュベイション温度を37°Cとし

て時間の短縮をはかっていること，（3）B・F分離

のための沈降液には，第2抗体の抗家兎γグロブ

リンヤギ血清と7．9％のpolyethylene　glycol

（PEG）が含まれており，第2抗体が不溶性となっ

ていることにより，B・F分離の促進がはかられて

いることなどがあげられる．

　最終的に得られた沈渣のカウントを添加した

1251－TSHの総カウントにより除して，結合％を求

め，各標準血清に対する結合％より標準曲線を得

る．なお標準血清はウマ血清により作成されてい

る．

　基礎的検討：インキュベイション温度および時

間，第2抗体との反応時間および温度，抗体の特

　Key　words：Radioimmunoassay，　Thyroid　stimulat－

ing　hormone，　Thyroid　disease
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incubate　at　37°C　for3hrs．

incubate　at　room　temp．　for　10　min．

　　　　　　centrifuge
　　　　　　　↓
　　　　　　　decant
　　　　　　　　↓

　　　　　　　count

Fig．1　Assay　procedure　of　Thyro－SHure　kit．

異性，回収率，希釈試験および測定値の再現性に

ついて検討した．

　臨床的検討：臨床的有用性に関しては健常者お

よび各種の甲状腺疾患患者，合計96例の血清

TSH濃度を測定して検討した．さらに一部の症

例では従来より用いているTSHキット「第一」に

よる測定値との比較検討を行った．なおTSHキ

ット「第一」の標準TSHは未治療バセドウ病患者

の血清を用いて作成したものを用いた2）．

IIL　結　　果
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　1）インキュベイション温度と時間

　1251－TSH添加前の抗TSH抗体と標準血清との

インキュベイション（第1インキュベイション）

を2時間，種々の温度で行ったときの標準曲線の

変化はFig．2のごとくである．反応温度の上昇と

ともに標準曲線は急峻な勾配を示し，37°Cが最も

良い結果であった．

　A，B二つのプール血清の測定値では，　TSH低

値のA血清で25°Cと37°Cではよく一致してい

たのに対し，4°Cではやや高値であった．TSH

高値のB血清については差を認めなかった．

　次に37°Cで第1反応を1～4時間行って標準

曲線の変化をみるとFig．3のごとくで，時間とと

もに標準曲線の勾配は急となり，感度が上昇する

　　　0　　　　　　　6　　　10．8　　　　　　　20．7　　　　　　　　　　　　　　　　40．4

　　　　　　　TSH　concentration　｛μU’m1｝

Fig．2　Effect　of　temperature　during　the　l　st　incubation

　　　on　standard　curve　and　TSH　values　of　pooled

　　　seraAandB．
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Fig．3　Effect　of　length　of　the　lst　incubation　time　on

　　　standard　curve　and　serum　TSH　values　of
　　　pooled　sera　A　and　B．

ことが認められた．A，　Bの2プール血清の測定

値にはこの範囲で特に著差はみられなかった．

　そこで第1インキュベイションをキットに指示

されている通り37°C，2時間として，1251－TSH添

加後の第2インキュベイションについて同様の検

討を行った．
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Fig．4　Effect　oftemperature　during　the　2nd　incubation

　　　on　standard　curve　and　TSH　values　of　pooled

　　　seraAandB．
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Fig．5　Effect　of　length　of　the　2nd　incubation　time　on

　　　standard　curve　and　TSH　values　of　pooled　sera

　　　AandB．

　Fig．4は第2インキュベイションを3時間，種

種の温度で行った際の標準曲線の変化を示す．

4°Cでは平坦な曲線であるが，25°C，37°Cでは相

似した良好な標準曲線が得られた．二つのプール

血清の測定値も25°Cと37°Cではほぼ一致して

いた．

　第2インキュベイションを37°Cで1～6時間

行ったときの標準曲線の変化をFig．5に示した．

　1時間に比し3時間ではBo％の著しい上昇が

みられたが，さらに6時間まで延長してもその変

化は軽度であり，3時間のインキュベイションが

よいと考えられた．

　2）第2抗体との反応時間および温度

　第2抗体を含む沈降液を添加して混和した後，

室温にて5，10，20および40分間静置して標準曲

線の変化をみたが，検討した時間の範囲内では標

準曲線に殆んど差異が認められなかった．また

10分の静置時間で，4，25および37°Cと温度を

変えた場合にもFig．6に示すごとくその差はごく

僅かであった．いずれの場合も検討した条件下

で，二つのプール血清の測定値に著差はみられ

ず，安定したB・F分離が行われることが認められ

た．
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Fig．6　Effect　of　temperature　during　the　10　minutes

　　　reaction　with　the　precipitant　solution　on　stan－

　　　dard　curve　and　TSH　values　of　pooled　sera　A

　　　and　B．

3）標準曲線と測定感度

　以上の検討より，第1および第2インキュベ

イションは37°Cでそれぞれ2および3時間と

し，沈降液添加後は室温で静置し10分後に遠沈

操作に移る方法を用いたときの標準曲線はFig．6
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Fig．7　Cross　reactivity　of　the　anti－hTSH　antibody　of　Thyro－SHure　kit．

の25°Cの曲線のごとくで，標準TSH　O～40μU／

m1の範囲で良好な曲線が得られた．

　TSH　Oにおける1251－TSHの結合カウントと

1．3μU／m1での結合カウントとの間には推計学的

に有意差が認められたことより，本法では1．3μU／

m1のTSHまで測定することが可能である．

　1251－TSHの結合率が1／2となる標準TSH濃度

（1／2Bmax）は20μU／ml前後であった．

　4）抗体の特異性

　hCG（CISキット標準品）およびFSH，　LH（「第

一」キット標準品）をこのアッセイ系に添加して，

抗体の特異性につき検討した．Fig．7に示すごと

くhCGでは100　mIU／m1まで全く交叉反応はみ

られず，FSH，　LHでは50　mIU／m1でごく軽度

（TSH　1μU／mt程度に相当）の1251－TSHの結合阻

害が認められた．

　5）回収率と希釈試験

　血清TSH濃度の異なる2血清にキットの標準

TSHを種々の濃度添加して，その回収率を求めた

成績をTable　1に示した．平均回収率は105．8％

と良好であった．なお本キットの標準TSHは

World　Health　Organizationの標準TSH　68／38を

用いて検定されている．

Table　l　Recovery　test．

added　TSH
（μU／ml）　　0　　5．4　10．4　20．2

1）4．6μU／mt

measured
recovered

recovery（％）

4．6　　　9．8　　14．8　　27．3

－
　　　5．2　　10．2　　22．7

　　96．3　　98．1　112．4

2）15．3μU／ml

measured　　15．3

recovered　　　　　－

recovery（％）

20．2　　28．0　　38．5

4．9　　12．7　　23．2

90．7　122．2　114．9

mean　recovery　105．8％

　原発性甲状腺機能低下症にて血清TSH高値の

3血清をキット添付の希釈液により，2～16倍希

釈して，そのTSH濃度を測定した結果はFig．8

に示すごとくで，いずれも原点に向かうほぼ直線

性の分布を示した．

　6）測定値の再現性

　TSH濃度9．3～39μU／m1の範囲の3血清を同

一アッセイ内でそれぞれ10回測定したときの変

動係数は1．6～2．4％であった（Table　2，左）・一方，

TSH　9．8および29μU／m1の2血清にっいて10回

の異なるアッセイでの測定値の変動をみると，

Table　2（右）に示すごとく，その変動係数は3．7

および4．2％であった．
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Table　2　Reproducibility　of　the　assay．

　　　　　1ntra－assay

999

No．

二
∈
、
⊃
ユ

Serum

A B C

30

．…2・

三
三

8

：
二1。

ご

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

9．5

9．5

9．3

9．7

9．2

9．5

9．3

9．3

9．0

9．0

26．6

26．8

25．8

25．9

26．5

26．1

26．7

26．5

25．7

26．7

39．8

39．7

38．6

37．4

37．4

39．2

39．1

39．7

40．2

38．7

Mean　　　9．33
S．D．　　　　0．23

C．V．（％）　　　2．4

26．33

0．41

1．6

39．16

0．80

2．0

1nter－assay

No．
Serum

　　1／16　1／8　　　　1t4　　　　　　　　　　1’2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　Dilution
Fig．8　Dilution　curves　of　3　sera　from　patients　with

　　　primary　hypothyroidism．

A B

　7）健常者および各種甲状腺疾患患者における

　　血清TSH濃度（Fig．9）

　本キットを用いて測定した健常者33例の血清

TSH濃度は2．0～10μU／m1に分布し，その平均値

は4．0土2．0（SD）μU／m1であった．

　未治療バセドウ病患者26例では測定感度以下

から3．3μU／m1の間に分布しており，平均値は

2．0土0．7（SD）μU／m1で，健常者との間に重なり

合いがみられた．一方，橋本病を主とする原発性

甲状腺機能低下症患者18例では，全例14μU／m1

以上の高値を示し，その平均値は113．6±143．7

（SD）μU／m1であった．そのほか，甲状腺癌（5例）

では1例が23μU／m1の高値を示したほかは，正

常範囲内にあった．TBG減少症の3例，妊婦11

例はいずれも正常値を示した．妊婦の平均値は

5．9±1．5（SD）μU／mlであった．

　8）他のキットを用いて測定したTSH値との

　　　比較

　22例について本キットによる測定値とTSHキ

ット「第一」による測定値を比較した（Fig．　lo）．

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

10．1

9．8

9．7

9．8

9．8

9．9

9．1

9．5

10．5

9．8

29．1

29．6

29．1

26．7

26．5

29．4

29．7

29．4

28．3

27．6

Mean
S．D．

C．V．（％）

9．80

0．36

3．7

28．54

1．21

4．2

両キットによる測定値の間には相関係数0．98と

極めてよい正相関が認められた．回帰直線式にみ

られるように，絶対値においては，本キットによ

る測定値が若干高値の傾向を示した．

IV．考　　案

　血清TSHの測定には，今日RIAが広く用い

られ，多くのキットが市販されている．従来の

RIAキットでは，比較的長時間のインキュベイ

ションを必要とするため，測定値を得るのに2～

5日間を要していたが，最近ではキットの改良に

より，早く結果が得られるよう測定時間の短縮が
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Fig．9　Serum　TSH　concentration　in　normal　controls，　patients　with　various　thyroid　dis－

　　　eases　and　pregnant　women　measured　by　Thyro－SHure　kit．
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Relation　of　serum　TSH　values　obtained　by

TSH　kiピ‘Daiichi”and　those　by　Thyro－SHure

kit．

はかられている．今回，検討したThyro－SHureキ

ットでは37°Cでのインキュベイションで時間が

短縮され，またPEGを添加した第2抗体を用い

て，B・F分離の促進がなされており，1日で結果

を得ることができる点に特徴を有する．

　そこで先ずインキュベイションの条件について

の検討を行ったが，1251－TSHの遅延添加の前後の

インキュベイション時間は，それぞれキットに指

示されている2時間，3時間で良好な結果が得ら

れることを確認した．温度も規定の通り37℃で

行うのが最もよい結果であった．

　第2抗体との反応は，よく混和した後，5～40

分間静置して検討したが，5分でも40分でも殆

んど標準曲線に変化がみられず，反応が速やかで

あることが示された．この際の温度は室温で十分

と考えられた．第2抗体を含む沈降液にPEGが

添加されて，第2抗体が不溶化されているため，

遠心操作により，B・F分離は容易に行われる．

　測定範囲は1．3～40μU／mlであり，感度は他の

TSH測定用キットとほぼ同程度といえる2’4・6）．

　抗体の特異性に関しては，高濃度のFSHとLH

で軽度の交叉反応が認められたが．臨床的に考え

られるこれらホルモンの濃度からはTSH測定値

に与える影響は無視し得る程度と考えられた・

　添加TSHの回収率は満足すべきものであった．

またTSH高値の血清の希釈曲線も直線性を示し

ている．したがって，本法による測定値は内因性

TSHをよく反映するものと考えられた．また40
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μU／m1以上の高値血清については添付の希釈液

で希釈を行って正しい測定値を得ることができる．

同一アッセイ内および異なるアッセイ間での測定

値の再現性はいずれも極めて良好であった．

　本キットにより測定した血清TSH濃度は健常

者で2．0～10μU！m1に分布し，平均4．0±2．0（SD）

μU／m1であった．未治療バセドウ病患者の血清

TSH濃度は低値であるが，健常者のそれと重な

りがあり，血中甲状腺ホルモンレベルが正常の

enthyroid　Graves’diseaseなどでは鑑別診断のた

めにTRH負荷試験を行って血清TSHの反応性
増加の有無をみることが必要である．なお，従前

のキットにおいても，バセドウ病患者と健常者の

値に重なりがみられる点は同様であり2”’4・6），より

高感度なアッセイへの改良が望まれる．健常者お

よびバセドウ病患者の測定値はいずれも他のキッ

トによる値とほぼ同じであったが2’”4・6），高感度な

RIAにより報告されている値7’9）よりは高値であ

る．標準血清にウマ血清を用いていることによる

可能性も考えられ，キャリヤ蛋白の問題は今後の

検討課題である．

　一方，橋本病を主とする原発性甲状腺機能低下

症では著明なTSH増加が認められ，診断上の有

用性が示された．

　本キットを用いて測定したTSH値と従来より

用いられているTSHキット「第一」による測定

値との間には良好な相関関係が認められた．本キ

ットでの測定値の方が高い点については，著者ら

が「第一」のキットで標準TSHを未治療バセドウ

病患者の血清を用いて作製していること2）に起因

すると考えられ，キャリヤ蛋白の影響と思われる．

V．結　　論

　Thyro－SHureキットにっいて基礎的ならびに臨

床的検討を行い，以下のような成績を得た．

　1）インキュベイションは37°Cで，1251－TSH

添加前に2時間，添加後3時間で良好な結果が得

られた．

　2）第2抗体との反応は，室温でよく，5～10

1001

分の静置でB・F分離操作に移ることができる．

　3）抗体の特異性は良好で，回収率，希釈試

験の結果も満足すべきものであった．標準曲線は

0～40μU／m1までの範囲で得られ，最小検出感度

は1．3μU／mlであった．

　4）測定値の再現性は，同一アッセイ内の変

動係数1．6～2．4％，異なるアッセイでの変動係数

3．7～4．2％と良好であった．

　5）臨床測定の結果，健常者の平均値は4．0土

2．0（SD）μU／mlであった．原発性甲状腺機能低

下症では明らかな高値を示し，診断上，有用であ

る．他のTSH測定キットによる測定値とも良い

相関が認められた．

　稿を終わるに際し，Thyro－SHureキットを提供して

頂いた中外製薬㈱に謝意を表します．
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