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Radioimmunoassayによる血中遊離サイロキシン濃度の測定

一
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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（T4）の大部分はT4結合グロブリン（TBG）を

主とするT4結合蛋白に結合しており，正常血清

では全T4の0．02％，T3ではその0．2％が遊離型で

存在するに過ぎない．しかし，この少量の遊離T4

（FT4）や遊離T3が実際に組織で利用され，作用を

発現するものと考えられ，甲状腺の機能状態を最

もよく反映する指標とされている．これまで臨床

的には血中総T4および総T3濃度の測定が広く

行われているが，これらは妊娠をはじめ各種疾患

や薬剤の影響などでTBG量が変化した場合には，

その測定値が機能状態と一致しない難点を有して

いる．FT4の測定法としては，従来，平衡透析

法1””3）が主として用いられているほか，限外濾過

法4）やゲル濾過法5）などもあるが，いずれも手技
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が煩雑であり，熟練を要するため，日常検査とし

て用いられるには至らなかった．これらに代るも

のとして，臨床上は総T4濃度とT3摂取率より

計算される遊離T4指数（free　thyroxine　index，　F

T41）6・7）が一般に用いられている．最近，　radio－

immunoassay（RIA）により血中FT4を直接測定

しようとする試みがなされており，種々のキット

が開発されてきた．著者らは既にそれらの幾つか

について検討を行ってきたが8“’10），今回TBGな

どの結合蛋白にほとんど結合しないT4誘導体を

標識トレーサーとして用いるFT4測定法，　Amerlex

FT4　RIAキット（Amersham　Internationa1製，科

研化学）を試用する機会を得たので，その基礎的

ならびに臨床的検討の結果を報告する．

n．測定原理および測定方法

　この測定法の特徴は，T4結合蛋白にほとんど結

合しないが，抗T4抗体にはT4と同様の交叉反

応性を示す1251－T4誘導体をトレーサーに用いて

いる点にある11）．このような標識物質を利用する

と，血中のFT4と1251－T4誘導体との間で結合蛋
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白とは関係なく，抗T，抗体に対して通常のRIA

と同様の競合反応が行われることになり，1段階

の操作で迅速な測定が行われる．また抗T4抗体

は微細粒子に結合（固相化）されており，B・F分

離は遠心操作により簡単に行われる．

　測定方法は以下のごとくであり，その概要を

Fig．1に示した．

　1）標準血清あるいは被験血清100　Ptl，125－T4

誘導体を含む溶液（赤色）500μ1，および抗T4抗体

懸濁液（青色）5CO　ge　lを試験管に加え，振糧混和し，

37°Cで60分間インキュベイトする．

　2）各試験管を室温1，500g以上で15分間遠心

して，B・F分離を行う．

　3）上清をデカントして沈渣の放射能を測定す

る．

　4）標準血清について得られたカウントより標

準曲線を描き，被験血清のFr4値を求める．

実験方法および実験対象

　測定法に関する基礎検討として，インキュベイ

ションの温度，時間，抗体の特異性および測定値

の精度，再現性を検討した．また，TBG結合阻害

剤としてthimerosa1を添加したときに得られる

標準曲線との比較および希釈測定の影響に関する

検討を行った．

　臨床的有用性については，健常者29例，甲状腺

機能充進症25例，甲状腺機能低下症25例，TBG

減少症2例，正常妊婦43例，慢性腎不全10例，癌

　　　Standa　rd　or　Pat｜ent　serum　　　　　ICO　pl

　　　1251＿T4　derivative　　　　　　　　　　　　　　　500　pl

　　　Solid　phaSe　antiserum　　　　　　　　500　pl

　　　　　　　　↓」・・uhat・　・t　37ec　f・・　1　h・ur

　　　　　　　　Centrifuge
　　　　　　　　ム

　　　　　　　　人

Fig．1　Assay　protocol　of　Amerlex　free　T4　RIA　kit．

14例の計146例について血中FT4を測定し甲状腺

機能との関連を検討した．一部の検体については，

これらの測定値と平衡透析法によるFT4値およ

びFT41（ダイナボット社のT4リアキットIIに

より得たT4濃度とTrio　bead法によるT3摂取

率との積として求めた）との相関をみた．なお，

平衡透析によるFT4はSterlingらの方法1）の変

法を用いて測定した2）．妊婦についてはヘキスト

社のキットにより血中TBG濃度を測定し，　T4／

TBG比とFT4値との関係を検討した．さらに，

本キットによる測定値とGammaCoat　FT4　RIA

キット（トラベノール）およびLiquiSol　FT4キッ

ト（ミドリ十字）による測定値との比較検討を行っ

た．

IV．結　　果

　1．基礎的検討の成績

　1）インキュベイションの温度：温度を4，25お

よび37°Cと変えて，それぞれ60分間のインキュ

ベイションを行ったときの標準曲線の変化をFig．
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Fig．2　Effect　of　incubation　temperature　on　the

　　　standard　curve．
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2に示した．1251－T4誘導体の結合率は，温度が

高いほど高率となり，37°Cで最も感度のよい標準

曲線が得られた．

　2）インキュベイションの時間：37°Cにてイ

ンキュベイションを15，30，60，90，120，および240

分間行い，1251－T4誘導体の結合率をみると，　Fig．

3のごとくであった．すなわち各濃度の標準血清

を添加したときの標識トレーサーの結合は60～90

分にて，ほぼplateauに達することが認められた．

　3）抗体の特異性：用いられている抗体の特異

性を検討するため，0．OIMリン酸緩衡液（pH7．4）

にてT4，　T3，　reverse　T3，　MITおよびDITの0．1

ng／ml～10μg／mlの溶液を作成し，それぞれ100

μ1宛アセイ系に加えて1251－T4誘導体の結合に及

ぼす影響を検討した．特異的結合の50％に抑制さ

れる濃度より計算したT3およびrT3との交叉反

応はそれぞれ2．2％，9．9％であったが，MITおよ

びDITでは全く結合の抑制がみられなかった．

　4）精度および再現性：FT4濃度が低値，正常

Table　l　Precision　and　reproducibility　of　the　assay

値および高値の3つのコントロール血清「サイト

ロール」（Amersham　lnternational，科研化学）を用

いて，同一アセイ内および異なるアセイで，それ

ぞれ10回の繰返し測定を行った結果は，Table　l

に示すごとくである．

　同一アセイ内での変動係数は4．0～12．5％であ

り，異なるアセイでの変動係数は3．9～16．2％であ

　　‘
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Fig．4　A　comparison　of　standard　curves　obtained　in

　　　the　absence　or　the　presence　of　thimerosal．

　　Total　T4　COnCentratiOn｛μq’100ml）　o－一◎
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Table　2　A　comparison　between　standard　curves

　　　　obtained　in　the　absence　or　presence　of

　　　　thimerosal．（cf．　Fig．4）

B／T（％） Free　T4　　　Total　T4

（ng／100　ml）　（μg／100　ml）

Free　T4／

Total　T4
（×10－4）

5
0
～
》
0
’
）

3
3
ぺ
∠
〔
∠
－

0．22

0．36

0．53

0．80

1．45

1．21

1．95

3．10

5．00

7．70

1．82

1．85

1．71

1．60

1．88

mean　1．77

った．

　5）TBG結合阻害剤添加時の標準曲線との比

較：この測定法において抗T4抗体と反応して

1251－T4誘導体の抗体結合を阻害しているT4が真

にFT4を反映するものかどうかを検討するため，

同時にTBG結合阻害剤存在下での標準曲線を描

いてFT4の標準曲線と比較検討した．すなわち

FT4の各標準血清を用いて通常の標準曲線を得る

とともにこれら標準血清を最終濃度0．02％の

thimerosal存在下で1251－T4誘導体及び抗体と反

応させ，同じ条件下でtotal　T4の標準曲線を求め

た（各標準血清のtotal　T4濃度はダイナボット社

のT4　RIA　kit　II）を用いて測定した）．なお，　thime－

rosal添加群ではtotal　T41．8μ9／100　m1の標準血

清（FT40．20　ng／100　m1）をさらにT4　free血清で

2倍稀釈した0．9μg／100m1の試料を加え，一方，

22．1μg／100m1以上の2標準血清は省略した．こ

のようにして得られた2つの標準曲線はFig．4

に示すごとくである．同一のB／T（％）に対する両

曲線のT4値（FT4値およびtotal　T4値）を読みと

って比較するとTable　2に示すごとくで，両者の

比は1．60～1．88×10『4の範囲にありほぼ一定の比

率であった．このことは両標準曲線が平行してい

ることを示している．

　6）血清希釈の測定値におよぼす影響1健常者，

甲状腺機能低下症，甲状腺機能充進症，妊婦およ

びTBG減少症の各1例の血清を0．45％ウシ血清

アルブミンを含む0．05M燐酸緩衝液（pH　7．4）に

て，1～20倍まで希釈して測定した結果をF三g．5

に示した．健常者，甲状腺機能低下症，妊婦およ

びTBG減少症では2倍希釈まで殆んど測定値に

変化が認められなかった．これに対し機能充進症

では希釈により測定値の低下が認められた．4倍

希釈では機能充進症の測定値の低下は更に著明で

あり，TBG減少症や健常者の値も低下を示した．

機能低下症では増加傾向を示し，10倍以上の希釈

血清では1～2ng／100　m1の値に収飯する傾向が

認められた．

　2・臨床測定の成績

　1）健常者および各種疾患患者におけるFT4測
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Fig．5　Effect　of　dilution　of　sera　on　free　T4　values　measured　by　Amerlex　free　T4　RIA　kit．

Presented by Medical*Online



Radioimmunoassayによる血中遊離サイロキシン濃度の測定 119

0

FT4　conc8ntratlon　by　Amerlex　FT4　RIA　kit　　｛ng’100m11

1　　　2　　　3　　　　　　　　　　　　6 9

l　　　　　l 1 8 ‘ ‘　　　　　1 1 ‘

Normal

155士0．38（N・29）
i鴫蝿i

1H四enhyr。idism　　　　　　　●

4．27をL29｛N・25）

：
l
i
｛

…
｝
…
’

　　　　●
●●　　　●●

　　　●
●●●●

●●
●● ●　　●●● ● ●

口
⇔
⇔
H

H洲）。thyr。idism

O．39±0．24｛N・251

　　．　i
…
…
■

TBG　delriclency

L91士0．051N・2）

1
　
．
．
l
l

…
，
…

Pregnancy

　1＄ttri剛5t打

　　1“ξ0．211開・引
　2nd　trim8、秘r

　　OMeo．91川・10｝
　，rd！ri嬬＄ter

　　O．80±O．｜41N・24｝

　：

1
や
．
．
　
1
、
声
8
・
ま
一
●
●

…
…
｜
…
…
…
…

1

Chronic　renal
failure

O．42士0．09｛N・10｝

　　　　；
．鮎8’1　　　　＄

i
…
…

Cancer

1．12士0．16｛N・141

i　．．1．．8．．

1°も゜虜

…
1
…
…

　　　　　．　ValueS　over　g　nglICOmt　were　not　inCIUded　for　the　calcu｜at｜on．

Fig．6　Serum　free　T4　concentration　in　various　physiologica1　and　pathological　conditions．

定成績：Fig．6に臨床例における血中FT4濃度の

測定成績を示す．健常者29例では0．88～2．10ng／

100m1に分布し，平均1．55±0．38（S．D．）ng／100　m1

であった．正常域として平均値±2S．　D．を取る

と0．79～2．3ng／100　m1となる．

　甲状腺機能充進症例では2．56～9．Ong／100m1

以上と全例高値を示した．一方，甲状腺機能低下

症25例では0～0．83ng／100　m1と1例を除き低値を

示した．

　TBG減少症2例はいずれも正常値であった．

妊婦では妊娠月数の進むにつれFT4値は低下す

る傾向を示し，第一期では平均1．14ng／100　m1で

全例正常範囲であったのに対し，第三期では平均

0．80ng／100　m1となり，約半数が低値を示した．

この点につきさらに検討するため，これら妊婦の

血中TBG濃度を測定し，妊娠各期のT4／TBG比

を求めた．妊娠第一期では0．34土0．03（mean土

S．D．），　と健常者（0．39士0．52）13）と同様の結果で

あったが，第二期では0．29土0．04，第三期では0．25

士0．05となり，第二期以降は有意に低下している

ことが認められた．

　慢性腎不全10例では全例低値を示した．

種々の臓器の癌患者14例ではいずれも正常値で

あった．

　2）平衡透析法によるFT4値との関係：29例

について平衡透析法によるFT4測定値と本キッ

トによる値との関係を検討した．Fig．7に示すご
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Fig．7　Correlation　between　free　T4　values　by　equi・

　　　librium　dialysis　and　those　by　Amerlex　RIA

　　　kit．
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とく両者の間にはきわめて良好な正相関が認めら

れた（r＝0．931）．

　3）FT41との関係：60例についてFT41を求め，

本キットによるFT4値との関係を検討した．　Fig．

8に示すごとく，全体として両者の間にはr－0．941

の良好な正相関が認められた．しかし，一部の妊

婦や慢性腎不全患者でFT4値が低値を示したの

に対し，FT41は正常域にあるなど両者の解離が

みられた．

　4）他のFT4　RIAキットによる測定値との比

較：GammaCoat　FT4キットおよびLiquiSol　FT4

キットによる測定値と，本キットによる測定値と

の関係をそれぞれFig．9および10に示した．相

関係数はそれぞれ0．914および0．927であり，前者

とはその絶対値においてもほぼ一致する結果が得

られた．LiquiSolキットによる測定値との間では

症例数が十分ではないが正常域以下で，本キット

の値がより低く，高値域ではより高い傾向が認め

られた．

V．考　　察

　RIAを利用してFT4を測定しようとする試み

としては，平衡透析を行ってその外液中のT4を測

定する方法14・15）が検討されたが，平衡透析の手技

が煩雑であるため，多数の検体の処理に適さず日

常検査とはならなかった．これに対し近年RIAに

よる直接的なFT4の測定法が相次いで開発され，

その評価が進められている．Fr4は血中で結合蛋

白と一定の平衡関係にあるため，FT4の測定に際

しては如何にしてその平衡の乱れを最少限に止め，

FT4を抗体と1251－T4との競合反応に持ち込むの

が問題である．また標識T4とT4結合蛋白の，

直接的接触を防止する工夫も必要である．今回検

討したAmerlex　FT4　RIAキットに使用されてい

る1251－T4誘導体はTBGおよびTBPAに対する

結合の強さがT4に比べそれぞれ3．4％および2・6％
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とされ17）ほとんど有意の結合を示さない．このた

め直接トレーサーと血清を混合して抗体とFT4の

反応をみることが可能となり，操作は1段階で，

反応時間も短縮され，これまでの方法のうち最も

簡便で，迅速な測定法となっている．

　本キットの基礎的検討のうち，まずインキュベ

イション温度については，37°CでBo％が最大と

なり，最も急峻な標準曲線が得られた．37°Cでの

測定は，生理的な条件にも近いことより望ましい

と思われる．37°Cでインキュベイションを行う

とき，各標準血清でのbound％は60～90分でほ

ぼplateauに達した．したがってキット規定の

37°C，60分のインキュベイション条件で実用上よ

いものと考えられ，以下この条件で検討を進めた．

　使用されている抗T4抗体の特異性については，

T3との問に2．2％，　rT3との間に9．9％の交叉反応

がみられたが，これらの遊離型の血中濃度は，そ

れぞれFT4濃度の13％および3％ほどであるこ

とより16｝，臨床測定上は問題にはならないといえ

る．

　測定の精度，再現性は一血清（No．　Dで，やや

不良であったが，これは測定値が極めて低値のも

のであったためと考えr）れ，他の血清ではいずれ

も満足すべき結果であった．

　FT4測定のときと同じ条件下でTBG結合阻害

剤（thimerosal）を加えてtotal　T4の標準曲線を作

成し，FT4の標準曲線と比較した結果では，両曲

線はよく平行していることが認められた．このこ

とはこの測定系においてFT4濃度に比例したT4

が実際に抗体に結合して，標準曲線が得られてい

ることを示している．

　試料血清の希釈測定の成績では，健常者，甲状

腺機能低下症，妊婦およびTBG減少症の血清を

それぞれ2倍希釈しても，ほぼ同じFT4測定値

が得られた．

　T4とTBGの反応は質量作用の法則にもとつい

ているので

　T4十TBG＃T，・TBG

儒濃8－Kの関係にある・
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ここに（T4・TBG）はTBG結合T4濃度，（T4）は

遊離T4濃度，（TBG）は遊離TBG濃度を示し，

Kは平衡定数である．

この式より

（T・）一 ぽ器と表わされる・

　いま血清を2倍希釈すると，僅かにT4・TBG

の解離が起こり新たな平衡状態に達することにな

るが，もともと遊離T4の結合型T4に対する割

合は0．02％前後と著しく小さい．したがって新た

な平衡に達した時の遊離T4の割合に僅かな増加

がみられても，遊離に比べて大量に存在する結合

型T4・や遊離TBGの濃度には認むべき変化を与

えない．すなわち〔T4・TBG〕および〔TBG〕は

それぞれはじめの1／2となると考えてよく，先の

式より〔T4〕は不変のままである．

　したがって今同の成績は本法により質量作用の

法則に従ったFT4の測定が行われていることを

示している．しかし希釈がある程度以上に高度に

なると解離の促進は無視出来ないものになり，相

対的に〔T4・TBG〕より〔TBG〕が大となり〔T4〕

が低下することになる．

　特に〔T4・TBG〕に比べ〔TBG〕の少ない甲状

腺機能充進症では軽度の希釈でも〔T4〕の低下が

生じることは本キットの測定成績でも裏付けられ

た．より高度に希釈した場合には測定値が1～2

ng／100　m1前後に収敏していく傾向が認められた．

これは上述の理論とは合致しない結果であるが，

このキットに使用されている1251－T4誘導体が弱

いながらアルブミンに結合することに基因する

artefactと考えられる．すなわち希釈度の増加と

ともに，希釈に用いたウシ血清アルブミンが試料

中の蛋白の大部分を占め，その1251－T4誘導体結

合が大きくなった結果と解釈される．

　なお，このキットの場合，血清稀釈を緩衡液の

みで行うと蛋白濃度の減少がアセイに影響を与え

るためFT4測定値はみかけ上著明な低下を示し

評価に耐える結果が得られない点に注意する必要

がある．

　臨床測定の結果では，健常者におけるFT4濃度

は1．55士0．38（S．D．）ng／100　m／で，正常域は0．79

～2．3ng／100　m1と考えられた．甲状腺機能元進症

では2．56ng／100　m1以上と全例高値を示した．こ

れに対し甲状腺機能低下症では，正常域との若干

の重なり合いが認められた．透析外液のFT4を

RIAで測定したYeol5）らも同様な成績を報告し

ており，このような境界例にはTSHの測定を併

用することが必要である．

　TBG減少症ではいずれも正常値を示した．一方

臨床的に甲状腺機能正常の妊婦では，妊娠第一期

には全例正常値であったが，二期，三期と進むに

つれ平均FT4値は低下を示し，三期では約半数が

低値域を示した．妊娠期間とFT4との関係につ

いての詳細な報告はこれまでみられないが，TBG

増加の場合にFT41よりも良い指標とされるT4／

TBG比18）が，全くこれと平行した動きを示してお

り，Corning社のFT4　RIAキットでの測定値も，

妊娠第三期に低下することが報告されている19）．

またEkinsら20）もSephadex固相化抗体を用いる

RIAで，妊娠後半期にFT4が前半に比べ低下す

ることを報告している．

　慢性腎不全では全例低値を示したが，これまで

の平衡透析法での成績では正常16）あるいはやや低

値2Dと報告されている．このような状態下でみら

れる血清蛋白の異常がFT4測定値に影響を与え

るものと考えられる．特に本キットに用いられて

いる1251－T4誘導体がアルブミンに軽度に結合す

る点よりアルブミンの減少が測定値を低下させる

一要因となっている可能性も考えられた．なお腎

不全患者の試料は血漿であったため，ヘパリンの

影響を検討したが通常量では測定値に全く影響が

みられなかった．

　癌患者は転移を有する重症者が含まれているが

いずれも正常値を示した．

　T4とT3摂取率より求めたFT41とFT4値と
の間には，良好な正相関がみられたが，妊娠第三

期の妊婦や慢性腎不全患者などでFT4が低値に

も拘らず，FT41は正常域にあり，両者の解離が

認められた．

　本法による測定値は平衡透析法によるFT4測
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定値と良好なll三相関を示した．さらに他のRIAキ

ットによる測定値との相関も良好であった．本法

による健常者の値は，平衡透析法による正常値

（1．10士0．18ng／100　ml8））よりも高かったが，　Gam－

maCoat　FT4　RIAキットおよびLiquiSol　FT4

RIAキットによる正常値（それぞれ1．50土0．298），

1．61：tO．21　ng／100　mtio））とほぼ同様な値であった．

VL　結　　論

　TBGなどの結合蛋白にほとんど結合しない

1251－T4誘導体をトレーサーとして用い，　FT4の測

定を行うAmerlex　FT4　RIAキットについて基礎

的ならびに臨床的検討を行い以下の成績を得た．

　1）規定の37°C，60分のインキュベイションで

良好な標準曲線が得られ，測定の精度，再現性も

満足すべきものであった．

　2）抗体の特異性は良好であった．標準曲線は

TBG結合阻害剤を添加して得たtotal　T4の標準

曲線と平行しており，FT4濃度に応じたT4の測

定が行われていると考えられた．

　3）健常者，甲状腺機能低下症，妊婦およびTBG

減少症の血清を2倍希釈しても，ほぼ同じ測定値

が得られた．

　4）本キットによる健常者のFT4値は1．55土

0．38（S．D．）ng／100　mtで，甲状腺機能）t進症患者

における値との重なり合いはみられなかった．甲

状腺機能低下症では，1例のみ正常域で他は低値

を示した．

　5）TBG減少症では正常値を示した．妊婦では

妊娠の進行とともに正常低値ないし，低値域とな

ることが認められた．慢性腎不全では低値となり，

癌患者では正常値を示した．

　6）本法による測定値は平衡透析法によるFT4

値と良好な正相関を示した（r＝0．931）．

　7）本キットによるFT4値は他のRIAキット

（GammaCoatおよびLiquiSol）による測定値と良

好な正相関を示し，正常値もほぼ一致していた．

　以上のごとく，本法は従来法に比して簡便かつ

迅速なFT4測定法であり，その測定値は平衡透

析法による値とよく相関し，臨床的に有用な測定

法と考えられた．
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