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固相化抗T4抗体を用いたFT4　RIAキットの基礎的臨床的検討

Measurement　of　Free　Thyroxine　Concentration

Employing　Solid－supported　Anti－T4　Antibody
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1．はじめに

　血中甲状腺ホルモンであるサイロキシン（T4）は

大部分が血清蛋白に強く結合しており，わずかに

遊離した部分（Free　T4）が細胞に入り，生物活性を

あらわすとされている．したがって，血中Fr㏄

T4の測定は甲状腺機能のもっともよい指標と考

えられる．FT4を直接定量するには，FT4が総T4

量の約0．03％にすぎないため非常に高感度な測定

系が必要であること，また，FT4が結合蛋白とT4

との平衡により決定される量であるため，測定中

に新たな平衡状態へ移行する可能性があることな

どの問題がある．

　現在行われているFT4値の測定法としては透

析による方法が一般的である．それには，透析率

（％dialysable　T4）％を求めtotal　T4を乗じて算定
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する方法1’2）や透析外液中のT4を高感度RIAに

て直接定量する方法3）がある．また抗T4抗体を

用いて血清中のT4よりFT4量に応じた量を抽出

しRIAにて定量する方法もある．最近，著者ら

はCorning社のIMMOPHASE　FT4　RIAキット

を試用する機会を得たので基礎的臨床的検討を行

った．

ll．　方　　法

　Corning社IMMOPHASE　FT4　RIAキットは

固相化抗T4抗体による血中T4の抽出率（A／T）を

求めるAシリーズと，thimerosal添加により血

中TBPとT4の結合を阻害し，血中total　T4を

RIAにて測定するBシリーズより構成される．グ

ラフの縦軸にA・Bシリーズより算出されたA／T

×total　T4を用い，添付されている標準FT4濃度

のFT4値を横軸とする標準曲線を抽きFT4濃度

を読みとるものである．

　1）試薬と調製

　①抗T4抗体スラリー：抗T4抗体を結合させ

たガラスビーズの懸濁液（96m1）

　②1251・T4：thimerosa1非添加（Aシリーズ）また
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はthimerosal添加（Bシリーズ）の凍結乾燥品で

あり，使用前に純水6．Om1にて溶解する．この

トレーサーはそれぞれ赤色・緑色にあらかじめ着

色してある．

　③標準血清，コントロール血清：凍結乾燥品，

使用前に純水3．Om1を加え溶解する．

　なお，基礎検討に際してT4　free血清はMitsuma

の方法4）によりpoo1血清を活性炭素処理して作

製した．また，標準T4溶液は1－thyroxine　free　acid

（Sigma社製）を0．1N　NaOHにて溶解し，0．25％

BSA，50　mM　PBS　pH　7．6にて使用範囲まで希釈

して作成した．

　2）操作法

　Fig．1に示すとおりであり，キット使用書に示

された方法に従った．すなわち，

　①標準血清，コントロール血清および被験血清

を25μ1ずつサンプリングする．

　②thimerosa1非添加もしくは添加1251　T4溶液

100　P1を加えた後，室温（25°C）30分放置する．

　③抗T4抗体スラリー8∞μ1を加えた後，室温

30分間放置する．

　④2，500rpmにて10分間遠心する．

　⑤上清をアスピレーションにより吸引除去する．

　⑥沈殿のカウントを測定する．なおAシリーズ，

Bシリーズは同時に平行して行った．

　またT3U値はダイナボット社製トリオソルブ

キットを用いて測定した．血中TBG濃度はコー

ニング社製IMMOPHASE　TBG　RIAキットを用

いて測定した．また，透析法によるFree　T4濃度

は，山本ら5）の方法によって透析膜チューブによ

る1251・T4添加血清の透析を行い，％dialysable　T4

を求めtotal　T4×％FT4より算出した．

m．成　　績

　1．標準曲線

　Fig．2に標準曲線の一例を示した・Aシリーズ

でのカウントによりA／Tを求め，Bシリーズよ

り総T4を求め，　A／T×total　T4を算定し，これ

ASeries

Standard　Serum

Control　Serum　　　25戸1
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1251－T4（・ed）100μ
　without　Thirnerosal

incubation　for　30　min．

Centrifuge　2，500r．p◆m．

1　…’・・
Aspiration
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　l
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ldi・card・upern・t・nt

　　　　（Acpm）
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Control　Serum　　25　pl
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1251－T4（9・een）100　Pl

　with　Thirmerosa1

incubation　for　30　mln．

incubation　for　30　min．

Centrifuge　2，500r．p．m．

1　－・
Asp工rat⊥on

ldisc⊇・一一
Counts　（Bcpm）
　l
Total　T4

A／Tx　total　T4

Fig．1　Assay　procedure　of　Corning　FT4　RIA　kit．
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を縦軸とし，横軸をFT4濃度でプロットすると

FT4濃度0．3　ng／d1から6．O　ng／dlの間で，ほぼ直線

に近い増加曲線が得られた．なお本法Bシリーズ

による総T4　RIAの検討は，すでに，報告した6）．

　2・血清蛋白およびT4の1251・T4結合率に対

する影響（Fig．3，4）

標準T4溶液を0．25％BSAまたはT4　free血清

AIT　x　T4

3

2

1

FT4　STANDARD　CURVE

　0　0　　　　1．0　　　　20　　　　　　　　　40　　　　　　　　　60　　ng’dl

Fig．2　Standard　curve　for　calculation　of　FT4　con・

　　　centration．
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で希釈し，0～32μg／dtのT4溶液を作成した．こ

れをAシリーズおよびBシリーズの手順にした

がいインキュベートし1251T4の抗体結合率を測

定した（Fig．3）．　Bシリーズすなわちthimerosal存

在下では結合率は血清蛋白の違いによる影響をほ

とんど受けず，もっぱらT4により影響された．

　しかし，Aシリーズすなわちthimerosal非存

在下においては，TBGやTBPAを含まないBSA
溶液では，T4の増加に伴ない1251・T4結合率が減

少するが，血清溶液中では1251・T4結合率は全体に

抑制され，反応系内に存在するT4の影響は少な

くなることが示された．この現象をより詳しく調

べるため，AシリーズにおいてTBG濃度がおの

おの0，10，20，40μ9／mlになるようにT4　free血清

を希釈し，これにて上記と同様にT4溶液をT4濃

度0～20μ9／dlとなるように希釈して，同様の実

験を行ったところ，Fig．4の如き結果が得られた．

すなわち，thimerosal非存在下では，　T4とT4結

合蛋白（TBP）のいずれの増加においても1251・T4

の結合率が低下することが示された．したがって

tota1　T4×A／TのうちA／T値はT4とTBPの両

者で変化するファクターといえる．

　3．希釈実験

　FT4濃度はある程度の希釈範囲ではほとんど変

100

　
0
　
5

0
Z
⊃
◎
ロ

BSA

SERUM
　SERIES
thimerosat（十）

ASERIES
thlmerosel（一）

p－°一一一一一一゜一’一゜一一゜’一一一゜一一一・－l！

　　　　　　　　　　　　　　了4veldt
Fig．3　Percent　binding　of　1251－T4　to　solid　phase　anti－T4　antibody　in　the　presence（●一●）

　　　or　absence（○一〇）of　thimerosa　1．
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㌫
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Fig．4　1nhibition　of　the　binding　of　1251－T4　to　anti－

　　　T4　antibody　in　the　absence　of　thimerosal　by

　　　T4　and　T4－binding　proteins　in　the　serum．

化しないと考えられるので希釈した血清を測定し

た際のtotal　T4×A／T値は一定であることが期待

される．そこでキットに添付されたFT4濃度が

既知の標準血清（FT＝0．3，2．0，6．O　ng／dl）を，脱イ

オン水にて1～16倍に希釈し実験を行った．

　Bシリーズすなわちtotal　T4濃度は希釈倍数を

反映して正確に減じたが，AシリーズのA／T値

はA／T×total　T4＝Constantの仮定に基づき描い

た曲線（Fig．5破線で示す）には沿わないことが判

明した．（Fig．5）

　4．Free　T4の速度論的解析

　Aシリーズの1251・T4と抗T4抗体との結合速

度より，反応系内でのT4・TBP　＝　FT4＋TBPの

平衡状態の移行の計算を行なった．

　　　　　　　　Vl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Vg

T4・TBP＋抗T4＝＝　FT4＋TBP＋抗T4　＝　TBP
　　　　　　　　V1’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Vg’

　　　　＋T4抗T4

　いま，この反応の律速段階がT4・抗T4　Complex

の形成速度にあるとすれば，V1，　V1’＞V2，　V2’であ

り，v2＝k〔FT4〕〔抗T4〕である7）ので〔抗T4〕が

一定であれば，v2（T4・抗T4　Complex形成速度）

妬
％
6
。

F　T4：6．Ongtdt

　　　　　　　，T4、．。．、亘卜・、FT4・⑮㎎栢1

　0

　　05101520　　　　　　　TOTAL　　T4　　　　」」9，ml

Fig．5　Relation　between　serum　dilution　and　T4×A／T

　　　values．　Serum　was　diluted　serially　by　distilled

　　　water．　Dotted　line　shows　theoretical　equi・free

　　　T41ine　by　the　equation　T4×A／T＝constant．

は〔FT4〕に比例する．多くの抗原抗体反応でみら

れるように，v2＞v2’であれば，　T4・抗T4　Com－

plexを形成したT4はTBPとの平衡反応の系外に

あると老えられ，残ったT4があらたなT4・TBP

＝　FT4＋TBPの平衡状態へ移行すると考えられ

る．そこで，単位時間に形成されるT4・抗T4

Complex量を測定し，その刻々におけるFT4濃

度〔FT4〕tの計算を行ってみた．その計算過程は

次のとおりである．

　〔T4・TBP〕‘≠〔total　T4〕一〔T4・抗T4〕t

　〔TBP〕t＝〔total　TBP〕一〔T4・TBP〕t

〔FT・〕・rC〔1儂〕t

　　　　　　1　〔total　T4〕一〔T4・抗T4〕t

　　　　－K、〔total　TBP〕一〔T4・TBP〕t

　　　1　　　〔total　T4〕一〔T4・抗T4〕，
　一一　Ka〔total　TBP〕一〔total　T4〕＋〔T4・抗T4〕t

　ここで〔T4・抗T4〕tはt時間に形成されたT，・

抗T4　Complex濃度でありT4×A／T値の時間的変

化として求められる．Fig．6は上記計算式より求

めた〔Fr4〕t値の時間変化を示したものである．
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Fig．6　Time　dependent　changes　of　calculated　Free　T4．

　　　（●一●）：　T47．4　ug／d1，　TBG　18．3μg／mL

　　　（○一〇）：Diluted　serum　to　one　half　by

　　　　　　　　distilled　water．

　Total　T4濃度7．4μ9／d1，　TBG濃度18．3μ9／ml

平衡定数K、は1010M－1とした8）．　TBPAおよび

アルブミンの影響は計算上省略した．t＝0におい

ては，〔T4・抗T4〕t－0となり〔FT4〕o＝3．O　ng／d1

と計算される．（●一●）．血清が1／2に希釈され

た場合にも〔FT4〕o－3．O　ng／d1となり変化しない．

（○一〇）．反応の時間経過とともに〔T4・抗T4〕

Complexの形成が進むため〔FT4〕tはしだいに減

少するが，その減少は原血清（●一●）に比し希釈

血清（○一〇）の方が著明である．

　本法におけるA／T×total　T4値は抗体に結合し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　tた〔FT4〕tの総和と比例するものであり，kΣ〔FT4〕t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
で表わされる．A／T×total　T4値はt＝0において

は等しいが時間経過とともに希釈血清において低

くなり，これにより求めたFT4濃度は真値より低

く算定される．

　5．再現性

　本法でのFT4濃度はA／Tとtotal　T4の値の積

の関数であるので，それぞれ2っの因子の変動を

調べた．プール血清でのアッセイ内変動はA／T＝

14．9土0．23％（mean土SD）でありtotal　T4＝4．11圭

0．21μg／dtであった．これよりFT4濃度の同一ア

ッセイ内変動は0．85土0．1ng／dl　C．V．－11．7％n・＝

10であった．FT4濃度のアッセイ間変動は2種の

コントロール血清により行ったところ，1．48土

0．18ng／d1および2．72士0．18ng／d1であった．（C．V．

＝6．6～12．2％n＝8）

　6・臨床応用

　健常人および各種甲状腺疾患における血清FT4

濃度を本法で測定したところFig．7のような成

績が得られた．健常人男子20例（25～50歳）女子

10例（23～37歳）での血清FT4濃度は1．74土0．25

ng／d1（mean土SD）であり健常妊婦19例（TBG

43．5士5．6μ9／m1，　T410．9士0．9μ9／dt）でのFT4濃

度は1．41士0．14ng／d1，　TBG減少症および欠損症

でeuthyroidである5例については，　FT4濃度は

FT4 ng’dl
1‘o 2ρ

3
．
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Fig．7　Serum　FT4　concentrations　by　Corning　FT4　kit．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
　　　　　　　　FT4　tndex

Fig．9　Correlation　between　FT4　index　and　FT4　values

　　　by　Corning　FT4　kit．　Open　circles　show　TBG

　　　deficient　patients．
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Fig．9　Correlation　between　FT4　values　by（quilibrium

　　　dialysis　and　by　Corning　FT4　kit．

1．4～2．Ong／d1であった．

　甲状腺機能充進症15例はいずれも血清FT4濃

度2．1ng／d1以上の高値を示し，甲状腺機能低下

症12例では，1．Ong／d1以下と健常人と明確に区

別された9）．

　7．FT4　index，　T4／TBG　ratioとの相関

　Howorthの方法10）すなわち

　　　　　　　　　　T3U　　　　　　　　　　　　　　ニFT4　index　　　　total　T4×
　　　　　　　　　T3U正常値

より求めたFT4　indexと本法でのFT4濃度の相

関を各種血清80例にて調べた．結果はFig．8に

示すように，相関係数r＝0．91　Y＝・　5．7X－1．5の

回帰直線を得た．しかしTBG減少症の4例は

FT41値が相対的に低く算定される傾向がみとめ

られた．またT4／TBG　rationとの相関はr－0．97

Y－2．97X＋0．34の回帰直線を得た．なおT4／TBG

ratio算定の際にはTBG欠損症例は対象より除い

た．

　8．透析法との相関

　平衡透析法と本法とのFT4濃度の相関を各種血

清36例にて調べた．結果はFig．9に示すように

r－0．96Y＝0．66X＋0．33の回帰直線を得た．また，

Ekins11）らの報告した本キットでのFT4を求める

計算式A／（1／B－1／Bo），　A／（1－BIT）×（1／B－1／Bo）

および他の計算式A／Bによって求めた血清FT4

濃度と平衡透析法との相関を調べたところ，それ

ぞれr＝0．95Y＝0．68X十〇．42，r＝O．94Y＝0．58X十

〇．52およびr＝0．73Y＝0．5X＋0．35の回帰直線が

得られた．したがって，現行のA／T×totalがもっ

とも適していると判断された．

IV．考　　察

　現在，FT4は次のような計算によって求められ

る指数である．①total　T4×％FT4，②total

T4×T4U，③total　T4×1／TBG，④tota1　T4

×1／T4　binding　capacity．

　①式は平衡透析法によるものであり，②はFT4

indexとして，③はT4／TBG　ratio④はFT41変法12）

として用いられている．本法のtotal　T4×A／Tは，

抗T4抗体とTBPの競合反応の指標としてA／T

値を利用したものでありFT41ndexの変法と言

える．Fig．2に示したようにA／T×total　T4値は

平衡透析法によって求めたFT4濃度と直線に近い

相関を示し，これを標準曲線として血清中のFT4

濃度を求めることが可能である，と考えて，この

キットが構成されている．

　Fig．3，4で明らかにされたようにA／T値はTBP

の増加によって減少する．これは①～④式での％

FT4，　T3U，1／TBG，および1／T4binding　capcityと

同じ挙動を示す．しかしながらTBPが一定でT4

が増加した場合T3Uは増加するのに対しでFig．4

示すように，A／T値は減少する．この際③式の1／

TBGは一定であり，④式の1／T4　binding　capacity
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固相化抗T4抗体を用いたFT4　RIAキットの基礎的臨床的検討

は増加する．total　T4×A／Tの計算式においてA／T

値は減少するがtotal　T4値が増加するので，結果

としてA／T×total　T4は増加関数となり，この点

において従来のT3Uを用いたFT41ndexとは若

干性質が異なる．

　本法でのFT4の測定原理は抗T4抗体へのT4

の結合速度がFT4濃度に比例しているという実

験的および理論的事実に基づいている7）．

　　　　　Vl
　T4・TBP＝T4十TBP
　　　　　　　　　　　　v2
　　　　　　　T4＋抗T4－－T4・抗T4

の反応を考えると，実験的にT4・抗T4　Complexの

形成速度v2は，　v2＝k〔T4〕〔抗T4〕と二次反応で

あることが確かめられている7）．いま，〔抗T4〕は

一定であるので，v2＝k’〔T4〕と，　FT4に比例した

関数となる・また・・－d〔T4」芦T4〕であり，

〔T4・抗T4〕＝A／T×total　T4と表わされるので，

A／T×tota1　T40c　FT4となる．ところが，　Fig．6

に示すように，T4・抗T4　Complexの形成がすす

めば，反応系内のT4が減少し，結果としてT4・抗

T4　Complexの形成速度も減少する．実際に30分

値のA／T値は10～30％程度であるのでFT4値の

減少は無視できない．このFT4の減少率は，希釈

によって異なるため，結果として，求めた血清

FT4濃度は希釈によって変化する．この現象は抗

T4抗体への遊離T4の結合速度を指標とするFT4

測定キットに共通して言えることであり，これら

の方法では限られた条件下でのみFT4濃度を正

しく表わしうることを念頭におく必要がある．

　一方，標準血清の上限値以上の高FT4濃度の

測定も困難である．例えば，T4　free血清によっ

て，あらかじめ希釈して測定しても，被験血清の

TBP濃度と異なったT4　free血清でであれば正確

な値は得られない．したがってバゼドウ病の治療

経過等の指標とするためには，より高濃度の標準

血清が必要と思われる．

　本法による健常人のFT4値は1．74土0．25　ng／dl

であったが，正常域としてmean土2SDをとると

1．2～2．2ng／d1であり，本キット添付の説明書で
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の正常域とほぼ一致した．また男女間に有意差は

みとめられなかった．このFT4濃度は従来透析

法で報告されている値より若干低値であった．健

常妊婦19例では健常人に比べやや低値傾向を示し

5％の危険率で有意差があったが，健常人値の範

囲内に含まれた．

　TBG減少症および欠損症でeuthyroidである

5例はFT41．4～2．O　ng／dlと正常域にあった．甲

状腺機能充進症および低下症は健常人と明確に区

別された．

　本法の測定値と平衡透析法によるFT4濃度，

FT41およびT4／TBG　ratioはともによい相関を示

した．このことは本キットでは前述したような

TBG異常等の影響が比較的よく抑えられている

ことを示している．また，EkinsはCorningのFT4

キットに対して3つの計算方法を提示しているが，

これらの計算による標準曲線を用いたFT4濃度は

いずれも透析法と良好な相関を示したが，A／Bの

計算式によるFT4値と透析法との相関は低く特に

高TBG血清において大きな解離を示した．再現

性についてはintraassay，　interassayとも充分満足

できるものであった．

V．ま　と　め

　本法は再現性，操作性，正常値と異常値の判別

という面では，充分実用に耐えるものと考えられ，

得られたFT4値は標準曲線の範囲内では，従来の

測定法とよく相関した．しかし高濃度域の測定に

ついては，対応する標準血清を設けることが望ま

しく，今後の課題と考えられる．
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