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Immo　Phase　TSH　RIAキットの使用経験
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1．緒　　言

　血中甲状腺刺激ホルモン（TSH）の測定は，

Radioimmunoassay（RIA）による測定法が開発さ

れ1・2），測定用キットが市販されて以来臨床検査

として広く用いられている．われわれはCorning

社製のサンドイッチ法によるImmo　Phase　RIAキ

ットを入手する機会を得たので，基礎的および臨

床的検討を行った．

II．方　　法

　1）キットの内容

　①抗TSHヤギ血清：60　m1

　②1251標識抗TSH家兎血清：凍結乾燥品3

バイアル

　③標準TSH血清：凍結乾燥品7バイアル
（TSHをそれぞれ0，1．5，3，6，15，30，および60

μU／mtを含む）．

　④コントロール血清：凍結乾燥品2バイアル

　⑤希釈用血清（TSH　OμU／m1）：凍結乾燥品4
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バイアル．

　2）試薬の調製

　①1251標識抗TSH抗体は，各バイアルに再

蒸留水10m1を加えて溶解する．

　②標準血清，コントロール血清および希釈用

血清の各バイアルに，再蒸留水3m1を加えて溶

解する．

　3）測定操作

　①各濃度の標準TSH，コントロール血清お

よび被検血清の各0．2m1を各試験管に分注する．

　②1251・抗TSH抗体0．2m1を全ての試験管に

加え，ボルテックスミキサーにて混和する．

　③37°Cにて2時間インキュベーションする．

　④抗TSH抗体0．5・mlを全ての試験管に加え，

ボルテックスミキサーにて混和する．

　⑤37°Cにて30分間インキュベーションする．

　⑥全ての試験管に再蒸留水2m1を加え，3，000

rpm　10分間遠心した後上清を吸引除去する．

　⑦　各試験管の沈査の放射能をγカウンターに

て測定し，次式によりB／B60％を求め，各濃度の

標準TSHにおけるB／B60％を片対数方眼紙にプ

ロットして標準曲線を描き，被検血清のB／B60％

よりTSH濃度を読みとる．
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B／B・・％一餐き轟ノ諜薔讐驚。μ需㍍の

TSH・OPtU／卑1の・pm×100

cpm

4）第一ラジオアイソトープ社製TSH　RIAキ

　　　ット（第一）による測定

　従来の方法3）にて行った．

　5）FSHおよびLHは，第一ラジオアイソトー

プ社製FSHおよびLH　RIAキット中の標準品を

用いた．

m．対　　象

　対象として，正常人30例，甲状腺機能充進症10

例，原発性甲状腺機能低下症10例および下垂体性

甲状腺機能低下症5例を選んだ．

IV．結　　果

　1）代表的な標準曲線をFig，1に示す．1．5～60

μU／mlの間でゆるい曲線を描いた．同一測定内で

4回測定した各濃度の標準TSHのB／B60％の変動

係数は18～4．5％，平均7．5％であった．またこ

の時のTSH　OμU／m1および1．5μU／m1における

B／B60％は，それぞれ0±1．2および8．2土1．5％で

あり，この二つの値の間には明かな有意（p＜0．Ol）
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Fig．1　Standard　curve　and　cross　reactivity　with　FSH

　　　and　LH．

の差を認めたことから，本アッセイの最小検出感

度を1．5μU／m1とした．

　2）インキュベーション温度および時間の検討

　37°Cおよび20°Cでインキュベーションした場

合（Fig．2），20°cの場合に37°cはの場合に較べ，

低濃度のTSHの場合にB／B60の差が小さくなり，

B／B60が50％となる時のTSH濃度が高値となっ

た．インキュベーション温度を37°Cとし，第一およ

び第ニインキュベーションの時間を変化させて検

討した（Fig．2）．第ニインキュベーションを30分間

とし，第一インキュベーションを1，2および3時

間と変化させると，2時間および3時間では標準

曲線は殆んど変化しなかったが，1時間ではB／

B60が低値をとる傾向を認めた．また第一インキ

ュベーションを2時間とし，第ニインキュベーシ

ョンを30分および1時間とした場合には，標準曲

線は殆んど変化しなかった．以上のことより37°C

で第一インキュベーション2時間，第ニインキュ

ベvション30分が適当と思われたので以下の検討

はこの条件で行った．

　3）抗体の特異性について

　FSHあるいはLHと本キットの抗体との交叉

反応を見たところ，Fig．1に示す如くそれぞれに

対して軽度の交叉反応を認めた．TSHを1とすれ

ば，交叉反応性は，FSHは1．0×10－5，　LHは5．2×

10－6となった．
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Fig．2　Effects　of　incubation　time　and　temperature．
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　4）希釈の検討

　高濃度のTSHを有する血清を，希釈用血清，

0．1％BSAを含むリン酸バッファーあるいは甲状

腺機能充進症患者血清にて希釈して測定した結果

をFig．　3に示す．いずれの場合でも良好な結果が

得られた．

　5）回収率

　2．2および1．5μU／m1のTSH濃度を有する血清

に，15および30μU／mtの標準TSHを添加した時

の回収率は（Table　1）は93．6～99．6％であった．

　6）　Intrassay　va『iation

　TSH濃度がそれぞれ38．2（sample　1），15．4（sample

2）および2．5μU／ml（sample　3）の血清を同一キッ

トにて各々7回測定した場合の変動係数は，それ

ぞれ8．1，5．8および12．0％であった（Table　2）．

　7）　Interassay　Variation

　TSH濃度がそれぞれ37．8（sample　1），17．5（sample

2）および2．9μU／m1（sample　3）の血清を異るキッ

トにておのおの4回測定たし場合の変動係数は，

それぞれ6．6，8．5および10．3％であった（Table　2）．

　8）TSHキット（第一）による測定値との相関

　TSHキット（第一）による測定値と本キットを

用いて測定した場合の測定値との間には，r＝0．97，

p＜0．01，Y・＝－0．08＋0．95xの良好な相関を示し

た（Fig．4）．

Table　l　Recovery

1339

Added　TSH

（μU／m1）

TSH　values
　　　　　　measuredcalculated
　　　　　　（PtU／ml）

（PtU／ml）

Recovery

（％）

Sample　serum

　　　15

　　　30
Sample　serum

　　　15

　　　30

（

∠
2

7
”
へ
∠

1
2
」

く
」
く
∨

1

0
1

1
つ
」

2．2

16．1

31．1

1．5

16．4

31．4

6
2

3
プ
0
9
9 1

」
∠
O

Q
／
Q
／

0
ノ
ハ
ソ

　　　　　Table　2　Reproducibility
1．　Intraassay　variation（n＝7）

Sample Mean
（μU／ml）
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2．　Interassay　variation　　（n＝4）

Sample Mean
（μU／mt） SD．
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　　　Fig．3　Effect　of　dilution．
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Fig．4　Correlation　between　vales　for　TSH　Concentra－

　　　tion　as　measured　with　Immo　Phase　TSH　Kit

　　　and　TSH　Kit　Daiichi．
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Fig．5　Serum　TSH　concentrations　of　nomal　subjects　and　thyroid　diseases．

　9）臨床的検討

　正常人における血清TSHの平均値±SDは，測

定感度以下の場合を0μU／mlとして計算すると，

2．7土1．2μU／mlとなり，正常範囲を正常者の平均

値土2SDとすれば，本キットにおける正常範囲は

5．2μU／ml以下となった．甲状腺機能充進症では

10例中6例は測定感度以下の値であったが，他の

4例は2．0～2．6μU／mtの値となった．原発性甲状

腺機能低下症では全例22～60μU／m1以上と高値

であった．下垂体性甲状腺機能低下症の5例では，

3例は測定感度以下，他の2例は2．6および2．5

μU／m～であった（Fig．5）．

V．考　　案

　RIAによる血清TSHの測定は，従来1251標識

TSHとの競合を利用した方法が用いられてき

た1・2）．今回検討したImmo　Phase　TSH　RIAキット

は1251標識抗TSH抗体を血中のTSHと反応さ

せ，ガラス粒子に結合させた抗TSH抗体をさら

に反応させるサンドイッチ法が用いられている点

が従来のキットと異るところである．このため反

応時間が短く，抗体に結合したTSHの分離が容

易であるという利点を持っ．

　本キットによる測定においては，標準曲線は1．5

～60μU／mlの間で比較的急峻であり，またその

再現性も良好であったことから，低濃度TSHの測

定結果が良好となる可能性を示すと思われた．ま

たインキュベーション温度および時間の検討から，

37°Cで，第一インキュベーション2時間，第ニ

インキュベーション30分で充分であると思われた．

希釈による測定結果が良好であったことより，高

濃度TSHを有する血清では希釈することにより

測定が可能であることを示すものと考えられた．

FSHおよびLHとの間に交叉反応性が認められ

たが，軽度であり臨床的には無視できる程度のも

のと考えられた．

　本キットによる測定における再現｝生は良好であ

り，また回収率も93．6～99．6％と良好であった．ま

た従来用いられているTSHキット（第一）による

測定値との間の相関も良好であった．

　正常者における血清TSHの平均値は2．7±1．2

μU／m1（土SD）であった．また正常範囲は5．1μU／m1

以下となり，従来の方法による測定値とほぼ同様

の値であった3・4）．最小検出濃度は！．5μU／m1で

あり，甲状腺機能充進症患者および正常者の血清

TSH値には差異は認められなかった．また甲状
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腺機能充進症患者10例中4例で血清TSHが2．0～

2．6μU／mtであったが，本症ではTSHの分泌は

抑制されているとされており，血清蛋白による非

特異的結合による影響と考えられた．下垂体性甲

状腺機能低下症では5例中2例で測定感度以上の

値となったが，同様に血中甲状腺ホルモンが低値

となる原発性甲状腺機能低下症では血清TSHは

高値となることから，この両者の鑑別は容易であ

った．

VL　ま　と　め

　Immo　Phase　TSH　RIAキットの基礎的および臨

床的検討を行った．インキュベーション温度およ

び時間は，37°C，第一インキュベーション2時間，

第ニインキュベーション30分で充分であり，また

1341

再現性および回収率は良好であった．正常者の血

清TSHの平均は2．7±1．2μU／m∫正常範囲は5．1

μU／ml以下であった．
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