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L　緒　　言

　サイロキシン（T4）は，血中では大部分血清の

T4結合グロブリン（TBG）をはじめとするT4結

合蛋白（TBP）と結合しているが1・2），実際に個体

の代謝に密接な関係を持っているのは，TBPと結

合していない遊離のT4（free　T4）と考えられてい

る3・4）．血清free　T4濃度の測定は，血清にtracer

量の1251－T4を加え，平衡透析法5・6），限外濾過法7）

あるいはゲル濾過法8）などにより，freeの状態で

存在する1251－T4が加えた1251－T4のうちにしめ

る割合（°／．　free　T4，％FT4）を求め，その値と血

清total　T4濃度の積（Absolute　free　T4，　AFT4＝

total　T4×％FT4）から算出されている．しかしな

がら，これらの方法では多くの検体を同時に処理

するためには手技が煩雑であり，ルーチンの検査

法として広く行われるにはいたっていない．この

たびわれわれは，血清free　T4濃度を直接に，簡

便かつ短時間に測定するradioimmunoassay　kit

（コーニングメディカル株式会社のマグネティッ

クfree　T4「コーニング」）を試用する機会を得て，

基礎的ならびに臨床的検討を行ったので，その成

績を報告する．

IL測定原理

　本RIAでは，トレーサーとして抗T4抗体と

は結合するが，TBGとは結合しないという性質

を有する1251－T4誘導体を，また抗体として，常

磁性微粒子に共有結合させた抗T4抗体を用いて

いる．したがって，上記のような1251－T4誘導体

の性質により，被検血清中にTBGが存在してい

ても，直接free　T4量を測定することができる．

さらに，magnetic　separationによりboundとfree

の分離を簡単に行え，試験管たてを傾けることに

より上清を除去することができるきわめて簡便な

方法である．

III．測定方法
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　1．本キットの内容（1キット100テスト用）

　1）1251－T4誘導体液：1ボトル10m1が2ボト

ル．1251－T4誘導体（2．75μCi）が0．1％bovine

　Key　words：　Free　thyroxine，　Radioimmunoassay，

Paramagnetic　part三cle，1251－T4　derivatives．
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serum　albumin（BSA）および赤色色素を含む0．03

M　phosphate　buffered　saline（PBS），　pH　7．5に含ま

れている．

　2）マジックT4抗体懸濁液：1ボトル50・mL

常磁性微粒子に共有結合した抗T4抗体が，0．1％

BSAと0．02％sodium　azideを含む0．03　M　PBS，

pH　7．5中に含まれている．

　3）標準free　T4ヒト血清：6バイアル．各バイ

アルは，おのおの0，0．3，1，2，4および6ng／100

mlのfree　T4を含む．

　2・測定方法

　キットに示された方法に従い，以下のように行

った．その概要をFig．1に示す．

　1）標準または被検血清50μ1を測定用チュー

ブに入れる．

　2）1251－T4誘導体液200　plを加える．

　3）マジック抗T4抗体懸濁液500　Ptlを加える．

　4）2～3秒間ボルテックスで混和する．

　5）37°Cで1時間インキュベートする．

　6）室温で3分間magnetic　separationを行う．

Standard　or　Sample
1251＿T4　derivative

Magic　T4　antibody

50，ul

200pI

50〔加1

　　　　　　Mixing
　　　　　　　　↓

　lncubation　for　lhat　37℃

　　　　　　　　↓

Magnetic　Separation　for　3　min

　　　　　　　　↓

　　　　　Decantation
　　　　　　　　↓

　　　　　　　Count
　　Fig．1　Free　T4　assay　procedure．

　7）上清液をデカントする．

　8）沈渣の放射能をγ一scintillation　counterで測

　　定する．

　9）標準血清の測定値から標準曲線を描き，free

　　T4値をよみとる．

　また，total　T4（ダイナボット社製T4　RIAキッ

ト）およびT3摂取率（コーニング社製magic　T3

uptake　kit）9）の両者の積からfree　T4　index（FT41）

を算出し，本キットでの測定成績と比較した．

IV．実験方法および対象

　基礎的検討として，インキュベーション時間，

温度およびセパレーション時間を変えた時の標準

曲線の変動，キット内ならびにキット間のintra一

ならびにinter－assayの再現性，および希釈時の

測定値について検索を行った．臨床的検討は，東

北大学第二内科に入院中および外来通院中の甲状

腺機能充進症（Hyperthyroid）18例，甲状腺機能

低下症（Hypothyroid）12例，　TBG減少症（De－

creased　TBG）5例，当院産婦人科入院中の出産時

の正常妊婦（Pregnant）12例および正常対照者

（Euthyroid）56例を対象とした．妊婦からは出産

後1時間以内に採血を行った．

V．結　　果

　1．基礎的検肘

　1）インキュベーション温度の影響

　インキュベーション温度の標準曲線に及ぼす影

響をみるため，インキュベーション温度を4°C，

22°Cおよびキットの指定温度である37°Cとし，

60分間インキュベートした際の標準曲線をFig．2

に示す．37°Cで最も急峻なカーブが得られた．

　2）インキュベーション時間の影響

　インキュベーション時間を30分，60分（キット

の指定時間），90分および120分とした際の37°C

における標準曲線をFig．3に示す．30分に比べ

60，90および120分でより急峻なカーブが得られ

た．

　3）セパレーション時間の影響

　インキュベーションを37°Cで60分間行い，セ
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Table　l　Intraassay　variation

Sample A B C

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

0．63

0．61

0．68

0．68

0．70

0．73

0．69

0．62

0．67

0．70

2．01

1．98

1．90

1．88

1．84

1．98

1．86

1．84

1．88

1．88

4．72

4．87

4．95

4．53

4．80

4．34

4．62

4．09

4．59

4．66

Mean
SD
CV（％）

0．67

0．04

5．8

1．91

0．06

3．3

4．62

0．25

5．5

　　　　　　Free　T4　　ng／100ml

Fig．3　1n且uence　of　incubation　time　on　free　T4　stand－

　　　ard　curve．

パレーション時間を2分，4分および10分とした

際の標準曲線をFig．4に示す．セパレーション

時間による標準曲線の変動は認められなかった．

　4）精度および再現性

　①Intrassay　variation：Free　T4濃度が高値

（A），正常値（B）および低値（C）の3例の血清に

ついて，同一キットで10回測定した時の結果を

Table　1に示す．平均土標準偏差値（Mean±

S．D．）はおのおの4．62士0．25，1．91土0．06および

0．67士0．04ng／100　m1であり，これらの変動係数
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（C．V．）は，それぞれ5．5，3．3および5．8％であっ

た．

　②lnterassay　variation：Free　T4濃度が高値

Table　2　1nterassay　variation

Sample A B C

－
吟
∠
3
4
～
v

0．66

0．72

0．67

0．64

0．67

1．69

1．89

1．90

1．84

1．83

4．60

4．39

4．61

4．10

4．50

Mean
SD
CV（％）

0．67

0．03

4．4

1．83

0．08

4．6

4．44

0．21

4．7

6一

5

4

3

一∈
O
O
パ
＼
㎞
⊆

Φ

Φ
」
L

Fig．5

2

1 〆．、！受
0
　　1／8　　1／4　　　　　　1／2　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　Dilution
Effect　of　serum　dilution　with　T4　free　serum．

（A），正常値（B）および低値（C）を示す3例の血清

について，ロットの異なった5キットによるassay

を行った際の結果をTable　2に示す．　mean±S．D．

は，おのおの4．44土0．21，1．83±0．08および0．67

±0．03ng／100　m1であり，　C．V．はそれぞれ4．7，

4．6および4．4％であった．

　5）Free　T4値が0である血清による希釈の影

　　響

　free　T4値が高値を示す例について，添付され

たfree　T4値が0である血清を用いて希釈した際

の測定結果をFig．5に示す．理論的に得られる値

に比して低値を示す傾向にあった．

　2．臨床的検討

　1）各種甲状腺機能状態における血清free　T4

　　値

　甲状腺機能正常者および各種疾患における本法

によるfree　T4の測定結果をFig．6に示す．甲状

腺機能正常者56例では，1．19～2．68ng／100　m1の

間に分布し，平均2．02土0．34（Mean土S．D．）ng／100

mlであった．正常域として平均値±2S．D．をと

ると，1．34～2．70n9／100m1となる．甲状腺機能

充進症18例では3．17ng／100・ml以上に分布し，11

例で測定上限界の6ng／100　m1以上を示し，平均

5．45土0．89ng／100　mlであり，甲状腺機能低下症

12例では0．15～0．68ng／100・ml平均0．43±0．16

ng／100　m1と全例低値を示し，3者の間には重な

（ng／100ml）
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3
1
4
1
5
1

6
｝

N Mean　l　SD

三uthyτ。id 88礁　誉 56 2．02」．0．34

Hyperthyroid o o o o　　oo o

o●
o●o－
8
こ
。
・
O
◆
C
臣
8
：
（
戸

18 5，45」．0．89

Hyp。thyr。id

。も。ooooo

品
12 0．43⊥0．16

Pregnant 　　　　o　o
OOO　oOOOO　　o　　o 12 L61」－0．40

Decreased
　　　TBG

o　　　　　　o o o o 5 3．77⊥L69

Fig．6　Magic　free　T4．
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Fig．7　Correlation　of　serum　free　T4　with　free　T4　index．

りは全くみられなかった．なお，統計的処理に際

し，測定限界を逸脱した例については，その測定

限界値を用いて処理した．正常妊婦（出産時）12例

では0．99～2．34ng／100・mlに分布し，平均1．61土

0．40ng／100　m1で，正常に比べて有意に（P＜0．001）

低い値を示し，3例で正常範囲より低値を示した

が，機能低下症よりは高値であった．TBG減少

症5例では，1．79～5．85ng／100・mlに分布し，平

均3．77±1．69ng／100・mlと正常に比べ有意に高値

で，4例で高値を示した．

　2）FT41との関係

　本法で得られた血中free　T4値とFT41との関

係をFig．7に示す．　TBG減少症を除くと，両者

の間には相関係数r＝0．91（n－47）（破線）と良好

な正の相関がみられた．TBG減少症では，本法

で測定したfree　T4値がFT41に比べて著しく高

値を示したため，TBG減少症を含めるとr－0．63

（n＝52）（実線）となった．

VI．考　　察

　冒頭にも述べたように，free　T4の測定は，トレ

ーサー量の1251－T4を血清に加え，平衡透析法，

限外濾過法あるいはゲル濾過法などにより％FT4

を求め，それと血清のtotal　T4との積から算出さ

れている．なかでも平衡透析法が最も広く行われ

ているが，標識T4中に混在しているヨードの影

1665

響10），および希釈効果11）など，いくつかの問題点

が残されている．一方，最近になり，1251－T4を加

えずに平衡透析を行い，透析外液中の微量のfree

T4を直接にRIAで測定する10・12）ことが可能にな

り，従来のトレーサーを用いた方法による問題点

もかなり改善されるようになった．

　本法の原理はアマレックスfree　T4キット13）と

同じで，T4抗体には結合するが，　TBGには結合

しない標識T4誘導体と高力価のT4抗体とを測

定系に用い，free　T4と1251－T4誘導体との競合反

応によりfree　T4を測定するone　tube，　one　step

assayであるため，測定操作が簡単で短時間に測

定できる．さらに常磁性微粒子に共有結合した抗

T4抗体を用いているため，　magnetic　separation

によりboundとfreeの分離が簡単に行え，さら

に試験管たてを傾けることにより各チューブ中の

上清を一挙に除去できる利点がある．

　本キットの基礎的検討のうち，インキュベーシ

ョン温度については，37°Cで22°Cおよび4°C

に比べて最も急峻な標準曲線が得られた．また，

インキュベーション時間が長くなるほど各濃度で

の結合率は上昇したが，標準曲線は60，90および

120分において30分のときよりも急峻であった．

したがって，インキュベーションの条件としては，

キットの指示どおり37°C，60分で十分と考えら

れる．

　再現性については，intra一およびinter－assayで

いずれも良好な結果を得ることができた．

　また，free　T4高値の血清について，　free　T4値

が0の血清で希釈し測定したところ，理論値に比

して低値を示したことより，希釈による測定は避

ける方が望ましいと考えられた．

　本測定法による甲状腺機能正常者56例の血清

free　T4濃度は2．02±0．34　ng／100　m1で，正常域

としてmean土2　S．D．をとると1．34～2．70　ng／100

m1となる．甲状腺機能低下症では全例低値を，

また，甲状腺機能充進症では全例高値を示し，3

者の間に重なりは全くみられなかった．5例の

TBG減少症では，　total　T4は3例で低値，2例で

正常低値を示したのに対し，マグネティックfree
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T4は4例で高値を示した．　TBG減少症ではfree

T4は正常14）または若干低値15・16）と報告されてお

り，本キットで高値を示した理由は不明である．

一方，出産時妊婦では，マグネティックfree　T4

値は12例中3例で若干低値を示した他は正常範囲

内にあった．

　TBG減少症を除くとマグネティックfree　T4値

とFT41との間にはr＝0．91と良い相関が認めら

れた．TBG減少症ではマグネティックfree　T4値

はFT41に比べて高値を示す傾向があり，TBG減

少症においては本キットでの測定値の解釈に注意

が必要である．

　今回，T4結合抗体など異常なリガンドの存在

する症例やnonthyroidal　illnessについては検討

を行わなかった．現在市販されているfree　T4測

定用キットを用いた場合，これらの疾患では正し

いfree　T4値を反映しないことがあると報告され

ており17・18），本法でもこれらの疾患では同様に問

題がある可能性も否定できない．

VII．結　　語

　コーニングメディカル株式会社のマグネティッ

クfree　T4「コーニング」RIAキットについて基i

礎的および臨床的検討を行い，以下の結果を得た．

　1）インキュベーションの条件は，キットの指

示どおり，37°C，60分で十分であった．

　2）Intra一およびinter－assayでは満足できる結

果が得られた．

　3）測定操作はきわめて簡便であった．

　4）本キットで得られた血清free　T4値のmean

士S．D．は，甲状腺機能正常者で2．02土0．34　ng／

100m1，甲状腺機能低下症で0．43土0．16ng／100　m1，

甲状腺機能充進症で5．45±0．89ng／100　m1であり，

3者の間には重なりは全くみられなかった．

　5）TBG減少症では5例中4例で高値を示し
た．

　6）出産時妊婦では，若干低値を示した．

　以上，本法は血清free　T4をきわめて簡便かつ

迅速に測定でき，その精度，再現性ともにすぐれ

ており，TBG異常のない甲状腺疾患では有用で

あるが，TBG減少症ではfree　T4を正しく反映

しないので，成績の解釈には十分注意をはらう必

要がある．
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