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《原　著》

TSHのradioreceptor　assayによるTSH結合阻害性

　　　　　　抗体の測定に関するi基礎的検討

飯田　泰啓＊　小西　淳二＊

中島　鉄夫＊　　遠藤　啓吾＊

高坂　唯子＊　御前　　隆＊

隈　　寛二＊＊　鳥塚　莞爾＊

　要旨　可溶化ブタ甲状腺膜を用いるTSHのradiorecePtor　assay（Smithキット）によるTSH’binding

inhibitor　immunoglobulins（TBII）の測定に関して基礎的検討を行った．　Assayの最少検出感度は30μU／ml

であった，TBII測定の変動係数は同一assay内で3．2～4．5％，異なるassay間で3．7～25．4％であった．

免疫グロブリン（lg）分画を用いるTBIIの正常域は92～108％で，未治療バセドウ病26例中22例（85％），

特発性粘液水腫6例中2例（33．3％）で陽性であった．橋本病，亜急性甲状腺炎，腺腫では全例陰性であっ

た．バセドウ病31例のTBII活性はヒト甲状腺膜を用いてのTBII値と有意の正相関（p〈0．001）を示した．

血清を試料として測定したTBII値もIg分画を用いた結果と有意の正相関（p＜0．001）を示した．しかし，

非特異的沈澱が増加するため高γグロブリン血症の場合の測定値の評価に注意を要する．試料として血漿

を用いると1251－TSHの結合率が上昇するためTBH活性を偽陰性と判定する可能性がある．

L　緒　　言

　バセドウ病患者の血中にはlon9－acting　thyroid

stimulatori）をはじめとする種々の甲状腺刺激性

の免疫グロブリン（lg）が検出され，甲状腺機能

充進症の原因と考えられている．近年TSHの

radiorecePtor　assayが開発されるとともに，これ

ら患者のIgGが甲状腺刺激ホルモン（TSH）の甲

状腺受容体への結合を阻害することが明らかにさ

れ，甲状腺刺激性lgはTSH受容体に対する抗
体と考えられるに至っている2“13）．

　最近，Smithら13）によりTSHのradioreceptor

assayがキット化され利用可能となったので，そ

の基礎的検討を行うとともに，これを用いてバセ

ドウ病患者血中に存在するTSH結合阻害性免疫
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グロブリン（TSH－binding　inhibitor　immunoglo－

bulins；TBII）7）の検出を行う場合の問題点を検討

した．

II．測定材料および方法

　1．血清粗Ig分画の作成

　被検血清0．5m1に30％ポリエチレン・グリコ

ール（＃4，㎜）（PEG）を添加し最終濃度15％PEG

で粗Ig分画を沈澱させた．これに15％PEGを

さらに加えて全量を10・mlとし，よく混和後，4°C

にて1，500×g，60分間の遠沈を行いその沈渣を

得た．これに37°Cにあらかじめ温めておいた

10mM　Tris，50　mルI　NaCl，0．1％BSA，　pH　7．4

（assay　buffer）0．5　m1，を加えて溶解後，室温にて，

1，500×g，10分間遠沈して不溶物を除いた後，上

清を粗lg分画として用いた．

　この上清の蛋白濃度については0．15MNaClに

て1／20に希釈後，280nmの吸光度が0．5～0．8に

あることを確かめた．

　2．TSHのradioreceptor　assay

　1．0％Lubro1によって可溶化したブタ甲状腺粗
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膜分画をTSH受容体として用いている．この

TSH受容体100　plに粗Ig分画またはウシTSH

（Thytropar，米国Armor社製）1CO　pl（または血清

50μ1）を添加して室温で15分間反応させた後，

i251－TSH　100　plを加えてさらに37°Cで1時間反

応させた．B・F分離は，4°Cにあらかじめ冷却し

ておいたassay　buffer　700　Pt　l（血清を用いた場合は

750μのを添加後，1MNaClに溶解した30％

PEG　1，000μ1を加えてよく混和し，4°Cにて

1，500×gで45分間遠沈，上清を吸引除去し沈渣

の放射能を測定した．1251－TSHの非特異的沈澱は

TSH受容体のかわりに1．0％Lubrol　100　plを用

いて測定した．

　TBII活性の算定は

　　　検体試料存在下における
　　健墓鐸麟i耀難お・1・・（％）

　　ける1251－TSHの特異的結合％

により行った．

　3．ヒト甲状腺TSH受容体を用いるTBnの
　　測定

　すでに報告12）したように，患者血清よりDEAE一

Sephadexを用いて精製したIg　G　l　mgを用い，

手術時に得たバセドウ病患者の甲状腺形質膜分画

を0．5％Triton　X－100により可溶化して得たTSH

受容体を用いるradioreceptor　assayにて測定した．

m．成　　績

　1・標準曲線

　1251・TSHと1％Lubro1を用いて可溶化したブ

タ甲状腺TSH受容体との結合は非標識TSHの

添加により用量反応性に阻害され，非標識TSH

100μU／mlの添加により有意の結合阻害が認めら

れた（Fig．1）．　Scatchard　plotは二相性を示し，そ

の高親和性部の結合定数は4．7×109M－1，結合能

は4．5×10－11Mであった．

　健常者のプール粗Ig分画あるいは血清にウシ

TSHを加えてこれら蛋白の標準曲線に及ぼす影

響を検討した（Fig．2）．通常のTBIIの測定に用

いる血清100　P1相当の19の存在下での標準曲線

はassay　bufferのみの場合の標準曲線とほとんど

感度に変化はなく，血清50μ1の添加でも，ほぼ

同様の標準曲線が得られたが，血清100　tttの存
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Inhibition　of　1251－TSH　binding　to　the　receptor．　Inset；Scatchard　plot．
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O　　Assay　buffer

●　Immunoglobulin　100pl
△　Serum　　　　　　　50μl

　Serum　　　　　　100pl
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　　　　　　　　　　　　　　　　bOvine　TSH　｛mU∫mt）

Fig．2　1nhibition　of　1251－TSH　binding　to　the　receptor　in　the　absence　or　presence　of

　　　normal　pool　Ig　or　serum．

Table　l　Intra－assay　variation

No．
Sample　No．

　1

31．4

32．3

30．8

30．2

31．3

28．3

2 3

1
2
3
4
「
5
6

62．4

64．9

62．9

64．3

59．3

64．2

93．5

98．4

102．6

101．6

98．0

96．3

Meユn
S．D．

cV．（％）

30．72

1．37

4．5

63．00

2．04

3．2

98．40

3．36

3．4

在下では，感度は著しく低下した．なお健常者血

清50μ～の存在下でのTSHの最小検出感度は最

終濃度30μU／m1すなわち試料血清中では180

μU／m1に相当した．

　2．再現性

　バセドウ病患者の粗Ig分画を用いてTBII活

性の測定における再現性を検討した．TBII活性

の異なる3検体についての同一assay内の変動係

数は3．2～4．5％と良好であった（Table　1）．7検体

について4ロットを用いて検討した4～8回の

assay間の変動係数は，3．7～25．4％でTBII活性

の強い検体で変動係数の大きくなる傾向があった

（Table　2）．

　またキットの入手後4週間までの保存で5検体

のTBII測定値に著明な変化は認められなかった．

　3．各種の甲状腺疾患におけるTBII活性

　粗Ig分画を用いたTBII活性の測定成績をFig．

3に示した．健常者21例でのTBII活性は，93～

106％に分布した平均値土2SDを正常範囲とする

と正常域は92～108％となった．未治療バセドウ

病26例中22例（85％）でTBII活性が陽性であった．

前脛骨部粘液水腫の3例ではいずれもTBII活性

は強陽性であった．その他には特発性粘液水腫の

2例で強陽性であった以外，慢性甲状腺炎（14例），

亜急性甲状腺炎（6例），腺腫（4例）では全例が

陰性であった，
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Table　2　1nter－assay　reproducibility

No．
Sample　No．

1 2 3 4 5 6 7

1
2
3
4
5
6
7
8

95．2

98．7

103．8

96．4

95．0

100．6

98．4

92．2

69．8

91．0

93．3

83．6

59．7

80．4

69．5

67．4

63．6

71．1

70．0

66．8

77．9

46．5

65．7

83．6

79．3

68．7

52．3

64．3

53．2

28．7

33．6

48．9

35．8

40．1

27．7

39．1

33．1

27．6

40．8

15．8

31．4

36．3

Mean
S．D．

C．V．（％）

97．5

3．6

3．7

84．4

10．6

12．6

69．3

8．5

12．3

69．9

5．4

7．7

64．2

13．1

20．4

37．4

7．6

20．4

31．5

8．0

25．4
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　　　Normal　　　Craves’　　　Hashimoto’s　Primary　　Subacute　　　Adenoma
　　　control　　　　disease　　　　　disease　　　　myxedema　　thyroiditis

　　　｛0’21｝　　　　｛22125）　　　　｛0’14）　　　　（2’7｝　　　　　（0∫6）　　　　10’4）

Fig．3　Detection　of　TSH－binding　inhibitor　immuno・

　　　globulins（TBII）in　the　patients　with　various

　　　thyroid　disorders．
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　4．ヒト甲状腺膜レセプターを用いるTBII活

　　性との比較

　未治療バセドウ病患者31例についてキットで測

定したTBII活性とTriton　X－100を用いて可溶化

したヒト甲状腺形質膜分画による成績とを比較し

た．両者の間にはr＝0．684と有意の正の相関

（p＜0．001）が認められたが，TSH結合阻害の程度

はブタ甲状腺膜を用いたキットでより顕著な傾向

を示した（Fig．4）．

　5．血清でのBll活性の測定

　キットのassay系に粗Ig分画に代えて血清50

jU　1を加えてTBII活性の測定を行った．バセドゥ

病患者17例での血清を用いて測定したTBII活性

゜

‥．

●

：
隅
●

　　　　　100　　　　　　　　50　　　　　　　　　0

　　　　TBllactivity　by　using　Triton－solubilized　receptor

Fig．4　Relation　between　TBII　detected　by　the　assay

　　　using　solubilized　human　receptors　and　those

　　　by　the　assay　using　solubilized　porcine　r㏄eptors

　　　in　untreated　patients　with　Graves’disease．

と粗lg分画を用いて測定したTBII活性との関

係はFig．5に示すごとくであった．血清を用いた

際の正常域を健常者20例の平均値土2SDとして

求めると83～117％となり粗Ig分画を用いる場

合よりも広くなった．しかし両者の測定値はよく

一致しており，相関係数r－0．937と有意の正相関

（p＜0．001）が認められた．一方で陰性，他方で陽

性となるものはそれぞれ一例ずつみられた．

　血清で測定する場合には，血清中の蛋白の影響

が問題になる可能性が考えられる．そこで粗Ig
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Fig．5　Relation　between　TBII　detected　by　using　Ig
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　　　Graves，　disease．
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　　　　　　lmmunoglobu｜in　　　　　　　　serum

Fig．6　1251－TSH　pr㏄ipitation　with　Ig　or　whole　serum

　　　in　the　absence　or　presence　of　TSH　receptors．

分画および血清を用いる場合について甲状腺膜受

容体への1251－TSH結合および受容体の非添加時

すなわち非特異的沈渣の割合を比較した（Fig．6）．

粗Ig分画と比較して血清を用いた場合には非特

異的沈澱の割合が上昇していた．

　血清中のグロブリン濃度と粗Ig分画および血

清を用いる場合の非特異的1251－TSHの沈澱率と

の関係をみるとFig．7に示すごとく，粗Ig分画

0
1 2 3　　　4 5

　　　　　　　Globulin　concentration　of　serum　｛gilOOmt）

Fig．7　Non－specific　1251－TSH　precipitation　in　the　pa－

　　　tients　with　various　serum　globulin　concentra－

　　　tion．

を用いる場合には非特異的沈澱はグロブリン濃度

の変化によってほとんど変化しなかったのに比べ

て，血清ではグロブリン濃度の増加とともに非特

異的沈澱の増加が認められた．したがって血清で

のTBII測定に際して通常の方法である健常者の

プール血清の非特異的結合を差し引いて計算する

と，おのおのの試料血清ごとに非特異的結合を求

めて補正した真のTBII活性に比べ，グロブリン

濃度が上昇すると高い値が得られることになる．

このことは偽陰性の起こり得ることを示しhyper－

gammaglobulinemiaを伴うような場合には試料そ

れぞれで非特異的結合を算出して補正する必要が

ある．実際に肝硬変症を伴ったバセドウ病の一例

で自己試料から得た非特異的結合により補正する

ことによってTBII活性が初めて陽性となる症例

がみられた．

　6．血漿でのTBII活性の測定

　測定試料として血漿を用いた場合のTBII値と

粗Ig分画を用いて測定した場合のTBII値とを

比較した（Fig．8）．両測定値の間には良好な正の

相関関係（r＝0．518，p＜0・02）が認められたが，血

漿を用いて測定したTBII値は粗Ig分画を用い

て測定した値に比べて高値を示した．Figure　9は
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Fig．9　Relation　among　relative　1251・・TSH　binding　in

　　　the　presence　of　serum，　plasma，　serum　added

　　　with　heparin　and　Ig　sample．
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Fig．10　1nhibition　of　1251－TSH　binding　to　the　receptor　in　the　presence　of　norm，al　serum

　　　　or　plasma．　Inset；Scatchard　plot．

それぞれ血清，血漿，血清にヘパリンを添加した

場合，血清および血漿より抽出した粗Ig分画を

用いた場合のTBII値を比較したものである．血

漿を用いて測定したもの以外はほとんどTBIIの

測定値は一致しており，1251－TSHの受容体への結

合％が高くなるのはヘパリンの影響ではなく血
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漿中の蛋白の影響と考えられた．Figure　10に健

常者血清および血漿50μ1存在下での標準曲線お

よびそのScatchard　plotを示した．血漿存在下で

はTSH受容体の高親和性部の結合定数は3．1×

109M’1と血清存在下での親和定数と変化がなか

ったが，その結合能は8．2×10－iiMと血清存在下

での結合能4．7×10－11Mに比べ1．7倍に増加して

いた．

IV．考　　案

　Smithら13）により開発されたブタ甲状腺膜を

用いるTSHのradioreceptor　assayキットおよび

これを用いるTBII活性の測定についての問題点

について検討を行った．

　ウシTSHを用いて得た標準曲線のScatchard

plotによる解析ではヒト甲状腺膜受容体を用いる

場合と同様な二相性のパターンを示し，高親和性

部の結合定数は4．7×109M－1とヒト甲状腺膜を用

いる場合よりも結合親和性が大であった．血清

100　P1相当の粗Ig分画，血清50μ1までの添加

ではassay　buffer下での標準曲線と比べ著明な

変動はみられず，これらの存在下でのTSHの

radiorecePtor　assayが可能であった．

　TBIIは主としてバセドウ病患者の血中に存在

し，バセドウ病の病因に密接に関連しているもの

と考えられるが2”13），予後判定の指標としても有

用性が指摘されている14）．本キットではPEGに

よる簡便な方法で調整された粗Ig分画を用いる

か，あるいは直接に血清を用いることによりTBII

の測定を行う．粗Ig分画を用いたTBII測定の

再現性は同一一一　assay，異なるassay間のいずれに

おいても満足できる結果であった．粗Ig分画を

用いた場合の正常域は92～108％と従来の可溶化

していない膜分画を用いる方法に比べ狭くなって

いる．著者ら12）もヒト甲状腺膜分画を可溶化した

場合TBIIの正常域が狭い範囲にとどまる結果を

得ている．

　臨床測定の結果では特発性粘液水腫の二例に

TBII活性が強陽性であった以外，　TBII活性はバ

セドウ病患者のみに陽性であった．特発性粘液水
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腫にみられたTBIIは甲状腺刺激活性をもたない

blocking　typeのTSH受容体抗体と考えられ

た7・15）．前脛骨部粘液水腫を有するバセドウ病患

者ではいずれも一般のバセドウ病患者に比して強

いTBII活性が検出されたことは，従来のLATS

活性の場合と同様でありTBIIの病因的役割を示

唆する興味深い所見である．

　著者らは従来よりヒト甲状腺膜を用いるradio－

receptor　assayで精製IgGを用いてTBIIの検出

を行ってきた12）．今回検討したブタ甲状腺膜を用

いるassayで得られたTBII活性はヒト甲状腺で

のTBII測定値と良好な正相関を示した．この成

績よりこれまで諸家により行われてきた2“12）ヒト

甲状腺膜を用いるTBII活性とほぼ同じ活性がブ

タ甲状腺膜を用いるassay系によっても測定され

ているものと考えられた．TSH受容体の抗原性

においてヒトとブタとの間に共通性がある程度存

在することを示唆し興味ある成績である．

　血清を用いてのTBIIの測定は血清蛋白による

非特異的な1251－TSH結合阻害があるために従来

行われなかったが，可溶化受容体を用いるこの

assay系では血清50μ1までの添加で1251－TSHの

非特異的結合阻害は軽微で，ウシTSHを用いる

標準曲線の感度もassay　buffer下とほぼ同じで

あった．血清を用いた場合には健常者の平均値

士2SDより求めたTBIIの正常範囲は83～117％

と粗lg分画の場合に比べやや広くなった．しか

し血清によるTBII活性と粗Ig分画を用いた

assayでのTBII活性の間には有意の正相関がみ

られ，両者の陽性率にも差異がなかった．したが

って血清でのTBII活性の測定も使用に足るもの

と考えられた．

　しかし血清でのassayでは粗Ig分画を用いた

場合に比べて1251－TSHの非特異的沈澱率が高く

なり，さらに血中のグロブリン量の増加とともに

非特異的沈澱率が高くなることが認められた．し

たがって健常者プール血清を用いて非特異的結合

を求め，これを差し引くことによってTBII活性

を求めると血中蛋白異常のある症例では誤って

TBII活性が陽性または陰性となる場合が生じう
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るものと考えられ注意を要する．このような患者

ではおのおのの患者ごとに非特異的結合を差し引

いてTBII活性を求める必要があり，血清よりも

粗Ig分画でassayを行う方がよいと思われた．

　血漿では1251－TSHの受容体への結合が増加す

るため沈渣の放射能が高くなる．したがって血清

や粗19分画を基準としたTBIIの測定系に血漿

検体を加えるとTBII活性の過少評価となるため

避けなければならない．

V．結 語

　可溶化ブタ甲状腺膜を用いるTSHのradio・

receptor　assay（Smithキット）によるTBIIの測定

について基礎的検討を行った．

　1）assayの感度はTSH　30μU／mlであり，健

常者の粗Ig分画および血清50μ1までの添加で

ほとんど変化しなかった．

　2）TBII測定の再現性は満足すべきものであ

った．

　3）未治療バセドウ病26例中22例（85．0％），特

発性粘液水腫の2例でTBIIが陽性であった．橋

本病，亜急性甲状腺炎，腺腫では全例が陰性であ

った．

　4）粗Ig分画を用いてのTBII測定値は従来の

ヒト甲状腺膜を用いて測定した値とよく相関した．

　5）血清での測定は血清グロプリン濃度の異常

のある症例で補正を要する場合が認められたが，

スクリーニングに十分用い得るものと考えられた．

　6）　血漿を試料とする受容体の結合能の増大が

みられ，正常血漿を標準としない限りTBII活性

を過少評価することになる．したがって血漿試料

の測定は避ける必要がある．

　以上の成績よりこのキットを用いるTBIIの測

定は臨床的に有用と考えられた．

稿を終えるにあたり，キットをご提供頂いた日本トラ

ベノール株式会社に感謝の意を表します．
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Summary

F㎜damental　S加dies　on　Measurement　of　TSH－binding　lnhibitor

　　　　hnmunoglobulins　by　Using　a　TSH－radioreceptor　Assay

Yasuhiro　IIDA＊，　Junji　KoNisHi＊，　Tadako　KousAKA＊，　Takashi　MlsAKl＊，

Tetsuo　NAKAsHIMA＊，　Keigo　ENDo＊，　Kanji　KuMA＊＊and　KarU’i　ToRlzuKA＊

＊Depa〃〃ient　of　Radio1（碧ッo〃d～Vuclear」N4edicine，」（yoto　Universitγ　School　ofルledici〃θ，　Kンoro

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊Kuma　Hospital，　Kobe，　Japan

　　ATSH－radioreceptor　assay　which　uses　Lubrol－

solubilized　porcine　thyroid　membrane　as　receptors

（B．R．　Smith）was　evaluated　for　its　usefulness　in

detecting　TSH－binding　inhibitor　immunoglobulins

（TBII）．　Sensitivity　of　the　assay　was　30μU／ml

TSH．　Intra－and　inter－assay　C．V．s　in　the　assay　of

TBII　were　3．2－4．5％and　3．7－25．4％，　respectively．

When　immunoglobulin　concentrates　were　used　as

samples，　relative　i251－TSH　binding　was　lOO▲3．6％

（mean土SD）in　21　normal　controls，　while　220ut

of　26　untreated　patients　with　Graves’disease

（85％）showed　1251－TSH　binding　less　than　92％of

controls．　Potent　TBII　were　detected　in　3　patients

with　pretibial　myedema　and　2　patients　with　pri－

mary　myxedema．　Results　obtained　in　31　patients

with　Graves⑬disease　showed　a　significant　correla一

tion　with　those　obtained　by　our　assay　using　Triton－

solubilized　human　receptors（r＝O．68，　p＜0．001）．

When　serum　was　used　as　sample，20　normals

ranged　100土8．3％．　TBII　detected　in　17　sera　cor－

related　well　with　those　obtained　by　using　immuno－

globulins（r＝0．94，　p＜0．001）．　However，　in　the　case

of　serum　sample，　non－specific　precipitation　of

i251－TSH　was　elevated　with　the　increasing　globulin

concentratton，　requlrlng　an　apProprlate　correctlcn

for　the　non－specific　precipetation　in　the　cases　with

hyperglobulinemia．　In　the　case　of　plasma　sample，

TBII　activity　couldヒe　underestimated　because　of

the　increase　of　1251－TSH　precipitation．

　　Key　words：TSH，　radioreceptor　assay，　TSH－

binding　inhibitor　immunoglobulins，　Graves’

disease．
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