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抗T4抗体封入マイクロカプセルを用いたRIAキット

（Damon）による血清遊離サイロキシン測定法の検討

An　Assessment　of　Measuring　Serum　Free　Thyroxine　with　a　RIA　kit

　　　　utilizing　Prebound　Anti－T4　Microcapsules（Damon）
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1．はじめに

　血中甲状腺ホルモンは，大部分が輸送蛋白であ

るTBGと結合して存在するが，実際にホルモン

活性をもつものは，蛋白から遊離したFree　T4

（FT4）であると言われている．したがってFT4の

測定は，最もよく甲状腺機能を反映すると考えら

れる．しかしFT4は，血中Total　T4（TT4）の約

0．03％と微量であるため，測定がむずかしく，臨

床的に応用されることは少なかった．1962年に

Sterlingら1）により，平衡透析による％free　T4の

測定がはじめられ，その後種々の改良が加えられ，

透析操作に加えてゲル濾過法2），限外濾過法3），お

よびガスクロマトグラフ法4）を組み合わせた操作

が行なわれているが，手技が煩雑なため日常検査

にはとり入れられていない．最近種々のFT4　RIA

法5”8）が開発され，わが国でも治験が行われてい
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る9’－14）が，われわれはCorning社のFT4キット

に引き続き，今回Damon　Diagnostics社の遊離型

サイロキシン測定キット（ミドリ十字社提供）を

使用する機会を得たので，その基礎的検討と臨床

応用について報告する．

n．方　　法

　（1）試　　薬

　Damon　FT4　RIA　kit中には，　マイクロカプセ

ルのリン酸バッファ生食懸濁液，標準T4（0．1，0．6，

1．3，3．0，5．0，7．7ng／d1），　T4コントロール血清，洗

浄液（ポリエチレンイミン水溶液）が含まれてい

る．マイクロカプセル中には抗T4家兎血清が封

入されており，抗T4抗体と共に1251－T4（放射能

＜0．1μCi，比放射能＞4　mCi／μg）もあらかじめ含

まれている．

　（2）測定原理と測定操作

　Damon　FT4　RIAは，半透膜で覆われたマイク

ロカプセル中に，抗T4家兎血清を封入して用い

る一種の固相法である．マイクロカプセルの製法，

および測定原理についてHalpernら15），　Buehler

　Key　words：Free　T4，　TBG，　Non　thyroidal　diseases，

thyroidal　diseases．
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ら16），Ashakerら17）は，下記のように記載してい

る．

　抗T4抗体，1，6一ヘキサンジアミン，スパンー85

を含む溶液をサイクロヘキサンとクロロホルム混

合液に加えて，乳濁液を作る．直径20－80μの乳濁

液粒子の表面にChangら18）の方法によりナイロ

ンポリマーの半透膜を形成して，抗体を封じ込め

る．この半透膜は分子量777のFT4は通過できる

が，分子量約58，000のTBGと結合したT4は通

過できない．また，マイクロカプセル内で抗T，

抗体は遊離の状態にあるといわれる15）．マイクロ

カプセルを洗浄後，1251－T4と37°Cで30分間イ

ンキュベートすると，1251－T4は半透膜を通過し，

1251－T4および抗T4抗体を含んだマイクロカプセ

ルが作製される．

　このマイクロカプセル懸濁液中に標準試料また

は検体試料を加えてインキュベートするとFT4の

みがマイクロカプセル内に入り，1251－T4と競合

して抗体と結合する．遊離のT4および1251－T4は

半透膜を介して自由に拡散するので，試料中のFT4

が多いほど，マイクロカプセル外に出る1251－T4が

増加し，カプセル内に残存する放射能が減少する．

すなわち，マイクロカプセルの内外でFT4の透析

が行われることになる．

　測定操作はキットの指定に従った（Fig．1）．検

体または標準液25μ1にマイクロカプセル懸濁液

800　＃1を加え，37°Cで1時間インキュベートす

る．4秒振塗混和後，再び1時間インキュベート

する．さらに洗浄液1m1を加え室温で20分間イ

ンキュベートする．室温で1400g，10分間遠心分

離し上清をデカントした後，沈澱の放射能を測定

する．キットの基礎的検討および各種疾患におけ

るFT4測定の臨床的意義を検討した．

m．対　　象

　検討対象としたのは，正常健康人69例（男39，

女30），甲状腺機能充進症59例，甲状腺機能低下

症20例，TBG欠損症2例，　TBG減少症1例，妊

娠22例，ネフローゼ症候群7例，肝炎13例，肝硬

変16例，計209例である．年齢は16～86歳平均40

歳であった．すべての検体についてDamonキッ

トによるFT4の測定と同時にCorning社のキッ

トを用いて，FT4，　TT4ならびにTBGを測定し，

比較検討した．Corning社の3キットの検討結果

は別に報告した19”21）．この他に基礎的検討に供し

た検体は3種の精度管理用コントロール検体を含

む6種35検体である．

IV．結　　果

　（1）基礎的検討

　a）標準曲線

　各濃度の標準液について，0．1ng／d1標準液に対

する平均カウント数の比，B／BO．1（％）を求め，

B／BO．1（％）をY軸に，標準サイロキシン量（ng／d1）

をX軸にとり片対数グラフ上にプロットし，標

準曲線を得た．6回の測定による標準曲線の平均

値土1標準偏差（m士lSD）をFig．2に示す．各

濃度の変動係数（c．v．）は，1．3～2．9％であった．

C◎ntr℃l　or　uhk㎜patient　saT　Ple

　　　　25pl

ふUT4Φ125Pr4　encapsulated　in
mic－es（s㎝i⊆uable　rylon）
susperrヨed　in　p』6phate　buffered　saUne

　　　　　8001

In（皿）ation　370c，　1　hou主

　　　　トー

工ncUbation　370c，　1　hour

Vortex　4　seC．

　　工ncdbation　㎜　te司pexratuエe，　20　min．

　　　　　　　　↓

Centrifugation　rてnm　t　emrx∋rature　1400g，　10　：T　in．

Decant

Precipltate

　　　　　　　　Counヒ1min．

Fig．1　Procedures　of　Free　T4　RIA（Damon）．
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伺肌2
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　　　　　　Fig．3　Dillution　Test．

Table　2　Recovery　Test

1　Dilution

　　O．1　　　　　　　　0．6　　　1．3　　　3ρ　507．7　ng’dt

Fig．2　Standard　Curve　for　Free　T4　RIA（DAMON）

　　　means　of　6　measurements．

Table　l　Within－and　Between・assay　variance　for

　　　　duplicates　measurements（N＝7）

゜）
蕊）°）融（Recovery　rate2）一＊　　　　　×100（％（1））

A

mean（ng／dl）　　1　SD． C．V．（％）

0

0．65

L5
2．5

3．85

within　　　1．37
　assays　　　　　　2．46

　　　　　　4．63

＊1．4

1．7

2．7

4．0

5．3

　　　46．2

　　　86．7

　　　104．0

　　　101．3

mean　97．3

0．05

0．09

0．24

3．6

3．7

5．2

B
Between

　assays

1．37

2．46

4．63

0．15

0．23

0．34

10．9

9．3

7．3

0
0．65

1．5

2．5

3．85

＊2．21

2．80

3．90

6．1

6．43

　　　90．8

　　　112．7

　　　155．6

　　　109．6

mean　ll7．2

　b）再現性

　3種の異なる濃度のコントロール検体をそれぞ

れ2重測定で7回測定した結果よりRodbardの

方法22）を用いて計算したWithin　Assay　Errorと

Between　Assay　ErrorをTable　1に示す．　Within

Assay　Errorはc．　v．3．6～5．2％，　Between　Assay

Errorはc．v．7．3～10．9％であった．

　c）希釈試験

　甲状腺機能充進症患者より得られたFT4を高濃

度に含む検体をFT40濃度血清を用いて1／2，1／4，1／8

に希釈して測定した一例をFig．3に示す．　TBG

濃度が15．3μg／m1のこの一例では直線で示した期

待値に非常に近い値が得られた．

　d）回収試験

　2種の異なる濃度の検体に，0．65～3．85ng／m～

の標準FT4を加えて測定した回収率は平均97．3，

117．2％であった（Table　2）．

　e）精度管理

　ResPonse　Error　RelationshiP（RER）の勾配は，

9回測定において0．005～0．010と非常によい精度

を示した．

　3種のコントロール検体を7回測定した結果を

Fig．4に示す．黒丸はその回までの平均を示し直

線で結んだ．各測定毎のm±1SDを縦線で示し

た．7回のm±2SDの範囲を水平線で示した．

　f）Damon　FT4値とCorning　FT4値の相関

　各種疾患133例についてDamon　FT4値とCorn－

ing　FT4値を比較したところr＝0．945と有意の

正の相関（p〈o．oo1）が認められた（Fig．5）．

　（2）臨床応用
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　a）正常者および各種疾患における血清FT4値

正常者69例（年齢21～66歳，平均38歳）における血

清FT4値は，1．69±0．25　ng／dl，　m±1SDであった．

男性39例は1．72土0．26ng／d1，女性30例は1．65±

0．23ng／d1で性差は認められなかった．　m±2SD

を正常範囲とすると1．19～2．19ng／d1となり，

Fig．6に破線で示した．甲状腺機能充進症では，

治療前では4．82土2．32ng／d1と有意に高値を示し

（P＜0．001），治療後1．42土0．68ng／dlと正常また

は低値を示した．甲状腺機能低下症では，治療前

　
ノ
刊

㎎
F

E！！EEi1EE！
iEZ1EEEiiZl！iZ

　　　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7
　　　　　　　　　　　　　　　　　Assay　No．

Fig．4　Quality　Control　chart　for　3　sera　with　different

　　　FT4　concentration．

は0．35土0．27ng／d1と有意に低値を示し（p〈0．001），

治療後0．35土0．27ng／dlで一部正常範囲に入りや

や低値を示した．TBG欠損症2例は，0．14，0．6ng／

d1，　TBG減少症1例は0．7　ng／d1を示した．妊婦血

清は1．17土0．31ng／dl，ネフローゼ症候群は0．89土

0．24ng／d1，肝硬変は1．11±0．43　ng／d1，肝炎は1．39

土0．23ng／d1であった（Fig．6，　Table　3）．

　b）TBGが異常値を示した非甲状腺疾患のFT4

値とTT4値の比較

　正常者44名のTBGの正常値は21．3土3．O　xg／m1

でm土2S．D．を正常範囲とすると15．3～27．3μ9／m1

であった21）．またTT4の正常値は92．7土17．8　ng／

m1で正常範囲は57．1～128．3　ng／m1であった20）．

TBG値が27．3μg／ml以上の異常高値，あるいは

15．3μg／m1以下の異常低値を示す非甲状腺疾患

（肝硬変・ネフローゼ症候群・肝炎・妊娠）のFT4

値をFig．7に示す．　TBG高値群ではTT4値は高

値を示す傾向がみられるが，FT4値は24例中13例

が正常範囲に，11例が低値を示した．特に妊娠で

は8例中6例が低値を示した．

TBG低値群では，　TT4値は19例中17例低値を示

したが，FT4値は19例中6例正常範囲に入った．

c灘

Y＝O．8eX◆O．　S3

γ＝o・945

・　・。・・・…ρ・ρe・。7・°8・°t・、9’』°de°in°。．

Fig．5　Comparison　of　Damon　Free　T4　kit　with　Coming　Free　T4　kit・
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しかし13例は低値を示した．

　c）Damon　FT4値とCorning　TT4値の相関

血清FT4値とTT4値の間には良好な正相関（r＝

0．846，P＜0．001）が認められた．

　正常者および各種疾患におけるFT4値，　TT4値

および両者の相関係数をTable　3に示す．甲状腺

疾患は良好な正相関を示したが，非甲状腺疾患で

は有意の相関が得られなかった．

　d）Damon　FT4値とCorning　TBG値の相関

血清FT4値とTBG値の間には有意の負の相関
（r＝＝　－O．389，P〈0．001）が認められた（Fig．9）．正

常者および各種疾患における血清TBG値および

TBGとFT4の相関係数をTable　3に示す．甲状

腺疾患と肝炎は負の関係が認められ，妊娠・ネフ

ローゼ症候群・肝硬変は正の関係がみられた．

　e）　Damon　FT4値とCorning　TT4／TBG値の相

関

　正常者44例によるTT4／TBGの正常値は4．4士

0．8でm±2SDを正常範囲とすると2．8～6．0であ

った21）．

　FT4値とTT4／TBG値の問には良好な正相関

（r＝0．921，P〈0．001）が認められた（Fig．10）．正常

者および各種疾患におけるTT4／TBG値および

TT4／TBGとFT4の相関係数をTable　3に示す．

甲状腺疾患は良好な正相関を示したが，非甲状腺

疾患では有意の相関がみられなかった．

V．考　　察

　現在わが国で治験されているFT4　RIA　kitには，

Damonの他にトラベノール・パシフィック社の

Gamma　Coat　FT4　RIA　kitとCorning社のImmo

Phase　FT4　RIA　kitがある．前者は，あらかじめ抗

T4抗体を固相化した試験管を用いて第一反応と

してFT4のみが試験管壁に結合し，内容物を除去

した後1251－T4を加えて第二反応を行う．実際に

は，第一反応中FT4＋F－TBP≒T4－TBPの反応が

左方向に進行するため，各試料のTBPのT4親

和性に差がないと仮定した上での標準血清との比

較による相対的なFT4測定法である23）．後者は

多孔性のガラス粒子に共有結合させた抗T、抗

体lmmoblized　Antibodyへ結合する速度が一定

量の抗体の存在下ではFT4濃度に比例するとい
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う反応速度論および動力学的研究から開発され

たものである24）．Damon　FT4　RIA　kitは，半透

膜マイクロカプセル法により，血清中のFT4を

直接測定するため，従来の標準的FT4測定である

平衡透析法に非常に近い測定法であるとされる．

すなわち，本法はいわばミニチュア透析法である

が，マイクロカプセルの半透膜は通常の透析膜よ

り薄く（70　mPt），表面積が大きいため，反応速度

が約400倍速いのが特徴であるといわれる17）．抗

原抗体反応がカプセル内でTBGなどの結合蛋白

の影響を受けずに進行すること，固相法により迅

速にRIAが実施しうることも特徴である．本法

により測定した血清FT4値（Y）は平衡透析法に

よる測定値（X）と極めてよく一致する（Y＝1．01

X－0．03，r＝0．88）と報告されている17）．

　本キットの基礎的検討のうち，標準曲線は各濃

度の変動係数が1．3～2．9％と安定した値が得られ

た．再現性に関しては，Within　Assay　Error，　Bet－

ween　Assay　Errorにおいて共に満足できる値を得

た．平均回収率は97．3，117．2％であったが，46．2

～155．6％と大きなばらつきを示した．RERの勾

配は0．005～0．010と極めて良好な精度を示し，精

度管理図に示したようにバイァスも許容しうる範

囲であった．希釈試験については，FT40濃度血

清を希釈液に用いて測定した結果，期待値に非常

に近い値が得られ，7．7ng／d1以上のFT4値を示

す血清は，希釈して測定できることを示した．し

かしTBGが低下している例では，希釈により実

測値が理論値より低下し，安易にFT40濃度血清

で希釈すべきでないという報告がある13）．以上か

ら本キットによる血中FT4濃度の測定は，精度

・ 再現性・安定性など日常臨床検査としてほぼ満

足すべきものと考えられる．

　本キットを用いてわれわれが得た正常人の測定

値は1．69土0．25ng／d1（範囲L19～21．9　ng／d1）で，

Ashkerら1？）が健康人で得た1．64土0．44（0．8～2・4，

n＝217）とよく一致する．われわれがCorning

FT4　kitを用いて測定した正常人の血清FT4値は

1．85土0．30（1．25～2．45）で19），Damonのキット

による測定値より高値であった．全体としては

Presented by Medical*Online



抗T4抗体封入マイクロカフ゜セルを用いたRIAキット（Damon）による血清遊離サイロキシン測定法の検討1503
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DamonキットによるFT4値とCorningキットに

よるFT4値はよく相関した．甲状腺機能冗進症

では高値を示し，甲状腺機能低下症では低値を示

し，本法による血清FT4値が甲状腺機能の指標

となることは他の報告と一致する17・24－’26）．

　今回われわれが測定対象とした非甲状腺疾患60

症例のFT4値は，26例（43％）が正常範囲，残り

が低値を示した．したがってFT4値が高値の場

合は甲状腺機充進症と診断しうるが，FT4値が低

値の場合は甲状腺機能低下症と非甲状腺疾患との

鑑別が問題となる（Fig．6）．特にTBGが異常高値

または異常低値を呈する場合には，血清TT4値

が甲状腺機能状態を正確に反映し得ないので，

FT4測定に期待が寄せられる．　TBGが異常値を

示す非甲状腺疾患でTT4値とFT4値を比較した

結果は，TBG高値群ではTT4は正常範囲のもの

が14／24（58％），高値を示したものが10／24（42％）

であったが，Fr4は正常範囲が13／24（54％）低値

が11／24（46％）であった．一方TBG低値群では

TT4は正常範囲2／19（11％），低値17／19（89％）で

あるのに対してFT4は正常6／19（32％），低値13／19

（68％）であった．したがってFT4のみで，甲状腺

機能状態を判定することは困難と考えられる．非

甲状腺疾患におけるRIAによるFT4測定の意義

についてはChopraら25），　Bravermanら24），　Wood

ら27）の報告があるが，FT4値が正常値を示す場合

も，異常値を示す場合もあることが知られている．

Chopraら25）はさらに非甲状腺疾患ではRIAによ

るFT4がFT4指数とよく相関しないことを指摘

しているが，われわれのデータでも非甲状腺疾患

ではFT4とTT4／TBGの相関が悪く，またFT4と

TBGの相関性も甲状腺疾患とは異なることが示

された．非甲状腺疾患におけるFT4測定の意義

について，さらに検討を重ねる必要があると考え

られる．

VI．おわりに

　Damon　Diagnosticsミドリ十字社のFT4　RIA

キットの検討を行い，本ットが臨床検査として使

用しうることを示した．甲状腺疾患の診断に当た

って，その機能状態をよく反映し，治療効果の判

定にも有用と考えられる．しかし血清TBGが異

常を示す非甲状腺疾患では必ずしも適確に甲状腺

機能を反映するとはいい難い．したがって単独で

スクリーニング検査に用いるというより，在来の

甲状腺機能検査と組み合わせて利用するのに適し

ていると考えられる．

　本論文の要旨は第13回日本核医学会関東甲信越地方会

において発表した．
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