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L　緒　　言

　バセドウ病は，甲状腺細胞膜Thyrotropin（TSH）

レセプターに対する抗体であるところの甲状腺刺

激免疫グロブリンに因る自己免疫疾患として理解

されている．このレセプター抗体は，現在まで種

々の方法で測定され，その測定方法に基づきさま

ざまな名称で呼ばれているが，この中でTSHの

Radiore㏄ptor　assay（RRA）により測定する

Thyrotropin　Binding　Inhibitor　Immunoglobulin

（TBII）は，測定感度が良好で，未治療バセドウ病

患者における陽性率も高く1・2），このためバセド

ウ病の病因解明の手段として用いられるとともに，

治療効果の判定にも有効であるという3・4）．しか

しながら従来のTBIIの測定には，生物活性を有

する高純度TSHの標識や，甲状腺細胞膜分画を

用いる必要があるなどの点から，日常的な臨床検
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査法としてTBIIを測定することは困難であった．

しかし最近Smithらにより可溶化TSHレセプタ

ー を用いたTBII測定用のRRAキットが開発さ

れ，われわれも使用する機会があり，基礎的臨床

的検討を行った．なおTSH　RRAにより測定す

る抗体の名称として本キットではThyrotropin

Receptor　Antibody（TRAb）の名称が用いられて

いるが，現在TBIIの方が一般的であるため，今

回の検討ではTBIIを用いることとした．

IL　方　　法

　1．キットの内容

　1）　ルブロール可溶化ブタTSHレセプター：

凍結乾燥品3バイアル．

　2）1251標識ウシTSH：凍結乾燥品3バイア
ル．

　3）緩衝液（10mM　Tris－HCI，50　mM　NaCl，

0．1％BSA，　pH　7．5）：1本

　4）30％ポリエチレングリコール（PEG），1M

NaC1溶液：1本．

　Key　words：TBII，　radioreceptor　assay，　Graves’

disease，　chronic　thyroiditis，　HTACS．
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　5）　TBII陽性および陰性血清：各0．7　mL

　6）　1％ルブロール液：1バイアル．

　2．試薬の調製

　1）TSHレセプターは，緩衝液3m1を各バイ

ァルに加え，室温にて溶解する．

　2）1251－TSHは，緩衝液3m1を各バイアルに

加え，溶解する．

　3．キットの測定手技

　1）患者血清50μ1または患者血清より30％

PEGを用いて作成したIgG　100　Ptl（約10mg／ml）

を各試験管に分注する．血清を用いた場合には，

緩衝液50μ1を加える．プール血清，TBII陽性

および陰性血清を同様にそれぞれ分注する．

　2）可溶化TSHレセプター100　plを各試験管

に分注する．この時ブランクとして，TSHレセ

プターの代りに1％ルブロール液をブランク用試

験に分注する．

　3）室温にて15分間インキュベーションした後，

各試験管に1251・TSH溶液を100　Ptl分注する．

　4）37°Cにて60分間インキュベーションした

後，各試験管に氷冷した緩衝液700　plを加え，さ

らにの1mlの30％PEG，1MNaCl溶液を加え
た後混和し，1，500×G，45分間4°Cにて遠心し，

上清を吸引除去した後，沈査の放射能をγカウン

ターにて測定する．この値から下記の式を用いて

TBII　Indexを算出して正常対照と比較する．

TBII　Index＝

プ奎慧影P器誇〉鍔器m×1・・（％）

　4．従来の方法によるTBHの測定

　従来の方法によるTBIIの測定はSmith1）の方

法によって行った．用いた1251－TSHは，高純度

ウシTSH（Dr　Pierce）をラクトペルオキシダーゼ

法により標識し，ヒト甲状腺10，000×G分画を用

いて精製した後使用した．

　5．Human　Thyroid　Adenylate　Cyc！ase　Stimulator

（HTACS）活性の測定

　バセドウ病甲状腺10，000×G分画を用いて，

Orgiazziら5）の方法にて測定した．産生された

cAMPはRadioimmunoassayキット　（ヤマサ）

を用いて測定した．

nl．対　　象

　正常人20例，未治療どセドウ病33例，慢性甲状

腺炎17例および抗甲状腺剤にて治療したバセドウ

病10例を対象とした．

IV．結　　果

　1．標準曲線の検討

　ウシTSH（チトロパール⑬，　Armar）を用いた時

の標準曲線をFig．1に示す．キットによる結果

と従来の方法での結果を比較すると，キットを用

いた場合のtotal　bindingは35％と，従来の方法

での25％と比較して良好であった．またB／Bo値

が50％となるTSH濃度で比較した測定感度も

キットの値の方が良好であった．

2．インキュベーション時間および温度の検討
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Fig．1　Comparison　of　TBII　kit（Smith）and

　　　radioreceptor　assay　using　thyroid　plasma

　　　membrane．
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　Figure　2に示すように，1251－TSHを加えた後

の条件を37°Cあるいは4°Cで検討したところ，

37°Cでは60分でレセプターと1251－TSHの結合は

プラトーに達したが，4°Cでは24時間後の値が最

も良好であった．37°C60分と4°C24時間の値で

はほとんど差を認めなかった．この結果から以下

の検討では，37°C，60分の条件で行った．

B／T（％）

50

0

4℃．without　cold　TSH

！△一一一一一一一一一一一一△／

，▲一一一一一一一一一一▲一一一一一一一一i

　　．w：th　cold　TSH

60 トー120min　　　　24h

　　　　　　　　　　lncubation　Time

Fig．2　The　effects　of　incubation　time　and　temperature

　　　on　the　binding　of　IabeUed　TSH　to　TSH

　　　receptors．

　3．血清およびIgGを用いた場合のTBn
Indexの比較

　検体として患者血清および30％PEGを用いて

作成したIgGを用いてTBII　Indexを測定し，両

者で得られた値を比較した（Fig．3）．1両者の間に

はr－0・94（p＜0．001）の良好な相関が得られた．

したがって血清TSHが正常な例では血清を用い

て測定しても良好な結果が得られることが期待さ

れた．

　4．希釈による検討

　ウシTSH，正常人血清およびTBII陽性患者

血清を緩衝液または正常人プール血清を用いて希

釈した場合の値をFig．4に示す．いずれを用いて

希釈して測定した場合でも良好な結果が得られ，

ウシTSHの希釈曲線とよく平行した．

　5．再現性の検討

　正常者およびTBII　Indexが，85．3，32．0，およ

び12．0％の値を有するバセドウ病患者血清を同

一測定内で10回測定した場合のC．V．は，それぞ

れ3．7，7．5，15．6，および40．8％であった（Table　1）．

また正常者およびTBII　Indexが，78．6，33．2，お

よび26．9％の値を有するバセドウ病患者血清を

用いて，異る4回の測定で測定した場合のC．V．

は，それぞれ2．3，12．1，21．1および48．7％であっ
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Fig．3　Correlation　of　TBII　lndex　measure　with　serum　and　lgG．
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Fig．4　The　effects　of　unlabelled　TSH，　normal　serum　and　TBII　positive　serum　on　the

　　　binding　of　labelled　TSH　to　TSH　receptors．

Table　l　Reproducibility　of　TBII　kit（Smith）

　　　Intraassay　Variation（n＝10）

Sample　No．　Mean（％） S．D． C．V．（％）

－
∩
∠
3
4

100．0

85．3

32．0

12．0

一

1
4
．
O
Q
1

3
6
5
4

3．7

7．5

15．6

40．8

Interassay　Variation（n＝4）

Sample　No．　Mean（％） S．D． C．V．（％）

－
ふ
（
∠
（
」
4
．

103．6

78．6

33．2

26．9

2．4

9．5

7．0

13．1

2．3

12．1

21．1

48．7

た（Table　1）．

　6・従来の方法で測定した場合と，キットで測

定した場合のTBn　hldexの比較

　バセドウ病患者15例の血清より硫安沈澱法にて

作成したIgG（20　mg／m1）を用いて，従来の甲状

腺10，000×G分画を用いた場合と，キットによる

TBII　Indexについて比較した（Fig．5）．両者の間

にはr＝0．70（p＜0．01）の良好な相関が認められた．

　7．臨床的検討

　正常人20例，未治療バセドウ病33例および慢性

甲状腺炎17例についてTBIIを測定した（Fig．6）．

正常人でのTBII　Indexは91．4から108．5％に分

布し，平均値土SDは100土6．2％であった．正常

範囲を，平均値±2SDとし，87．6％未満のTBII

Indexを示す検体を，　TBII陽性とした．未治療

バセドウ病の29例でTBIIは陽性で，陽性率は

88％であった．また慢性甲状腺炎では2例で

TBII　Indexが陽性であった．未治療バセドウ病

では，TBII　Indexと24時間1311摂取率との間に

は相関は認められなかった．

　抗甲状腺剤で治療したバセドウ病10例でTBII

IndexとT3抑制試験の結果を比較したところ
（Table　2），　T3抑制試験で抑制が認められた6例中

5例でTBIIが陰性であったのに対して，抑制が

認められなかった4例中3例でTBIIが陽性であ
った．

　8・HTACS活性とTBn　Indexとの比較

　正常人4例および未治療バセドウ病15例につい

てTBII　IndexとHTACS活性について比較した

（Fig．7）．両者の間にはr－－0．73（p＜0．001）の有

意の負の相関を認めた．しかしTBII強陽性の例

でもHTACSが陰性の場合があり，必ずしも両活

性が一致しない例も認められた．
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Table　2 TBII　activity　and　T3　suppressibility　in　hyper－

thyroid　patients　treated　with　antithyroid　drug

No． T3－Suppressibility TBII

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

SUPP．

SUPP．

SUPP．

SUPP．

SUPP．

SUPP．

Non－SUPP．

Non－SUPP．

Non－SUPP．

Non・SUPP．

Negative

Negative

Negative

Negative

Negarice

Positive

Negative

Positive

Positive

Positive

　　　　Control　Hyperthyroidism　　Hashimoto’s

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Thyroiditis

Fig．6　TBII　Index　in　thyroid　diseases．

Table　3 Effect　of　IgG　on　the　human　thyroid　adeny－

rate　CyClaSe　aCtivity

pmol　cAMP　generated／30　min．

　9．慢性甲状腺炎患者のTBIIの性質

　TBIIが陽性であった慢性甲状腺炎の2例にっ

いてIgGを用いてAdenylate　Cyclase（AC）刺激

活性を測定した（Table　3）．　TBII陽性のバセドウ

病では，正常対照の200％の活性を示したが，慢

性甲状腺炎の1例では，正常対照の38％の値で

あった．さらにウシTSH　5　mUを添加してcAMP

産生増加を比較すると，バセドウ病IgGでは正

b－TSH（一） 十5mU　b－TSH

Normal　IgG

Graves’IgGx
Case　1§

Case　2§

112±8
210±21†

117土38

42土13†

598土30

525±79
210士67†

227＋17†

（mean±S．D．　in　quadripricate）

x：　TBII　positive　IgG

§：　IgG　from　serum　of　patients　with　chronic　thy・

　　　roiditis　and　positive　TBII．

†：　P＜0．Ol
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Fig．7　Correlation　between　TBII　Index　and　HTACS　activity

常対照と差を認めなかったが，慢性甲状腺炎IgG

では，2例とも明らかにTSHの作用を抑制した．

V．考　　案

　バセドウ病患者のTBII測定には，従来ヒト甲

状腺細胞膜分画1”3）または可溶化TSHレセプタ

ー6）を用いたRRAが用いられ，未治療バセドウ

病患者の50％から88％にTBIIが検出されると

いう．しかし100％には検出できず，この理由の

1つに測定感度の問題が取り上げられている．本

キットの測定感度は，b－TSHを用いた標準曲線

の検討からおよそ10μUであり良好であった．

TBII陽性患者血清をプール血清または緩衝液を

用いて希釈しても良好な希釈が可能であり，また

正常者血清を緩衝液を用いて1，000倍に希釈して

もB／Bo値はほとんど変化しなかった．このこと

は，従来の甲状腺細胞膜分画を用いた方法で認め

られた血清蛋白による1251－TSHの非特異的結合

抑制の影響7）がほとんど無いためと考えられた．

このために血清を用いてTBII　Indexを測定して

も，IgGを用いて測定したTBII　Indexとよく相

関したものと考えられた．再現性の検討では，同

一キットでの測定内および異なるキットを用いて

の測定間のC．V．は比較的良好であったが，　TBII

Index低値を示す例の場合にはC．V．が大きくな

り，測定値の比較に際しては注意が必要と考えら

れた．またTBIIが弱陽性の例では，場合によっ

ては陰性の値を示すことがあり，結果の判定には

注意を要するものと思われた．

　TSHレセプターの種特異性が報告されている8）．

本キットはブタ甲状腺可溶化TSHレセプターを

用いているが，従来のヒト甲状腺細胞膜分画を用

いた場合のTBII　Indexと本キットで測定した

TBII　Indexとの間には良好な相関を認めた．

　正常人20例について測定したTBII　Indexは，

91．4％から108．5％，平均値士SDは100±6．2％

であった．正常者の平均値士2SDを正常範囲とす

れば，正常範囲は87．6％から112．4％となった．

したがって87．6％未満のTBII　Indexの例では

TBII陽性と判定した．未治療バセドウ病患者33

例では29例，88％にTBIIが陽性であった．この

値は従来の報告における陽性率と一致していた．

　T3抑制試験は，抗甲状腺剤で治療中のバセド

ウ病患者の予後の判定に有用だとされている．T3

抑制試験とTBII検出の比較では，　T3非抑制例

ではTBIIが陽性であることが多く9），また抗甲
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状腺剤中止後の予後で検討すると，再発例に

TBIIの検出率が高かった3）という．われわれの

検討では，少数例ではあるが，T3非抑制例で

TBIIが陽性である例が多く，これらの結果から，

バセドウ病の活動性とTBIIが平行するものと考

えられ，臨床的に抗甲状腺剤中止後の予後の判定

にTBIIの測定が用いられ得ることを示唆する．

　バセドウ病IgGの甲状腺刺激活性の指標とし

て，Long　Acting　Thyroid　Stimulator　Protector

（LATS－P），　Thyroid　Stimulating　Antibody（TSAb）

およびHTACSが検討されている．　LATS－Pと

TBIIの間の相関には意見の一致をみず10・11），ま

たTSAbの結果とも平行しなかったという9）．わ

れわれは甲状腺刺激活性の指標としてHTACSを

測定し，TBIIと比較したところ，両者の間に良

好な負の相関が得られた．このことよりTBIIの

存在が，甲状腺刺激lgGの存在とよく平行する

ことを示すものと思われる．しかし強いTBII活

性を示す例でHTACS活性が陰性の例もあり，

この点については今後の検討が必要と考えられた．

　慢性甲状腺炎患者では17例中2例でTBIIが検

出された．このTBIIがEndoら2）の言うblocking

antibodyであるかどうかをAC刺激活性を指標

として検討したところ，刺激作用を有さず，TSH

のf乍用を阻害するblocking　antibodyであること

が判明した．しかしこのうち1例では甲状腺腫を

有する慢性甲状腺炎であるところがEndoらの報

告と異なるところであった．このblocking　anti－

bodyが甲状腺機能の低下をひき起し，さらに甲

状腺の萎縮をもたらすか，あるいはDrexhage

ら12）のいうgrowth　blocking　antibodyの存在に

より甲状腺の萎縮がもたらされるのか，今後検討

すべき問題と考えられた．またバセドウ病にも

TSHの作用を阻害するIgGが検出されるといわ

れ13），TBIIの多様性が示唆されている．

　TSHのRRAキットが開発されたことにより

バセドウ病のTBIIの測定が容易に可能となり，

臨床的にも広くTBIIの測定が行なわれ一層の知

見が得られることが期待されるところである．

VL結　　論

　可溶化ブタTSHレセプターを用いたTBII測

定用のRRAキットについて検討し，以下の成績

を得た．

　1）　ウシTSHを用いて作成した標準曲線より

求めた測定感度は，B50／Boで比較した場合，従

来の甲状腺10，000×G分画を用いた方法に比べ

良好であった．

　2）血清およびIgGのいずれを用いても測定

が可能であり，その測定値は従来の方法で測定し

た場合の値とよく相関した．

　3）　キットを用いて測定した未治療バセドウ病

患者におけるTBIIの陽性率は，33例中29例，

88％であった．T3抑制試験を行った治療後のバ

セドウ病10例のうちでは，T3抑制例では5例中1

例が，T3非抑制例では5例中4例でTB　11が陽

性であった．

　4）未治療バセドウ病患者のTBII　Indexと

HTACS活性は良く相関した．

　5）以上より本キットによるTBIIの測定は，

バセドウ病の診断および治療効果の判定に有用で

あることが示唆された．

　6）慢性甲状腺炎では17例中2例でTBIIが陽

性であり，この2例のIgGはウシTSHの甲状腺
刺激作用を抑制した．

　最後にキットを提供して頂いた日本トラベノール社に

深謝致します．
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