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1．はじめに

　甲状腺刺激ホルモン（以下TSHと略）は，分子

量約30，000の糖蛋白で，α，β鎖より成りたち，

下垂体前葉から分泌され，血中triiodothyronine，

thyroxineのnegative　feed　back機構iによりthyro－

troPin　releasing　hormone（以下TRHと略）を介し

て調節されている．この血中TSH濃度の測定

は，下垂体前葉機能低下症，原発性甲状腺機能低

下症を始め，バセドウ病における治療判定の際の

TRH試験などに広く用いられているが，現在用い

られているradioimmunoassay（以下RIAと略）1”3）

では，最低検出濃度が2μU／m1であり，TSH正

常上限，TSH高値の際の疾患の鑑別，治療動態

の判別には有用であるが，TSH低濃度域における

臨床応用には十分とはいえない．このたびわれわ

れは，2種類のモノクローナル抗体，1st　IRP　68／38

による検定およびB／F分離にSUCROSEを用い

るSUCROSEP　TSH　IMMUNORADIOMETRIC
ASSAY（以下IRMAと略）キットを入手し，基

礎的ならびに臨床的検討を行ったのでこの結果を

報告する．
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II．方　　法

　1）試　　薬

　本キットには以下の試薬が含まれている．

　1．1251で標識した抗TSHモノクローナル抗

体（MAB　323）0．25　MのTris－HCI緩衝液，2％

ウシ血清を含む．

　2．Solid　phase　reagent：Sephacryl　particle結合

抗β鎖モノクローナル抗体（MAB　42）0．25　Mの

Tris－HC1緩衝液，2％ウシ血清を含む．

　3．標準TSHは0，0．1，0．35，1，4，16，64，250

μU／m1でlst　IRP　68／38で検定されている．

　4．Prewash　buffer：0．25　M　Tris－HCI緩衝液，

pH　8．5で，2％ウシ血清，1％Tween　20，0．1％

sodium　azideを含む．

　5．　Sucrosep　separation　reagent：10％sucrose，

1％tween　20，0．1％sodium　azide，0．Ol％brilliant

blueを含む．

　2）操作方法

　方法はFig．1のごとく，血清100μ1に1251標

識モノクローナル抗体を加え，室温（15－25°C）に

て2時間インキュベーション後，solid　phase

reagent　100μ1を加え1時間撹絆．洗浄液1m1を

加え5分放置し，SucroseP　seParation「eagent　2　m1

　Key　words：Monoclonal　antibody，1st　IRP　68／38，

Immunoradiometric　assay，　Thyroid－stimulating　hor－

mone．
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を加えて15分後吸引除去し，再度1m1の洗浄液

を加えてからの操作を行い，γカウンターにて放

射活性を測定する．

IIL　対　　象

　対象は，健常者94例（年齢18から65歳，男性

37例，女性57例），バセドウ病患者52例，慢性

Standard　or　Sample　　　100μ1

1251・anti・TSH　Reagent　　100μ1

Incubation　for　2　hours，　at　room　temperature

　　　　　　↓
　Solid　phase　reagent　　　100μ1

甲状腺炎患者31例，他の疾患患者（単純性甲状腺

腫，腺腫様甲状腺腫，Sheehan症候群，末端肥大

症）38例，計215例である．基礎的検討には健常

者，甲状腺機能低下症患者，未治療バセドウ病患

者の血清をプールして用いた．

　　　　　　　IV．結　　果

　1）同時および日差再現性

　異なる4種類の血清を用いて10回測定した同

時再現性，および6日間に渡り別々のキットで測

定した日差再現性の変動係数（C．V．）をTable　1に

示す．同時再現性においては，TSH濃度0．84μU／

Table　l　CoeMcient　of　variation
Agitate　for　l　hour，　at　room　temperature

↓

ー Pre－wash buffer 1ml ト

Leave　for

　
　
　
↓
5
m
i
n
u
t
　
　
　
↓

↓
？
s

Sucrosep reagent 2ml

Leave　for

　
　
　
　
↓
1
5
m
i
n
u
t
e
s
　
　
　
　
↓
r
e
a
g
e
n
t

↓
↓

Aspirate

　　　　　1

　　　　Count
Fig．1　　Assay　procedure．
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　Fig．2　Dilution　test．
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Pooled　serum　TSH（O．7μU／ml）

Table　2　Recovery　test

　Pooled　serum　TSH（2．5μU！ml） Pooled　serum　TSH（10μU／ml）

1767

add8d

standard

solution

（μu／ml）

measured

　ualue

（μu！ml）

r8covered

　value

（μu！mD

「ecove「y

　（％）

measロred

valuθ

（μu加1）

recOΨered

　Ψalue

（μu／ml）

「ecoue「▼

　（％）

measured

ua阯e

（μu／ml）

recouered

　value

（μu／mD

「ecove叩

　（％）

0 0．55
一 一

1．8
一 一

7．2
一 一

0．08 0．62 0．07 87．5 1．88 0．08 100．0 7．3 0．1 125．0

0．26 0．8 0．25 96．1 2．1 0．3 115．3
　・

τ5 0．3 115．4

1．24 1．8 125 100．8 3．1 1．3 104．0 8．5 1．3 104．9

4．48 5．0 4．45 99．3 6．0 42 93．7 11．5 4．3 95．9

18．2 19．0 18．45 101．4 20．0 18．2 100．0 25．0 17．8 97．8

Mean　recovery　97．1
　　±S．D　　　　　　±5．71（％）

102．6

±9．99

107．8

±12．28

B／T（％）

50

1，0

0．5

●　TSH　68／38　standard

●　TSH　80！558（柄A｜A　ctone）

※　TSH　80／558　（RlA－gncst）

△　TSH　68！38　（Daiichi）

O　TSH　68！38（Amerlex）

ロ　LH（mlU／mD

●　rSH（mlU／ml）

●　ノ3HCG（ng／mD

▲　HCG（mlU／ml）

゜P　O．・8　・．3　。．9　4，31　19．。　75．5　267戊

　　　　　　　　　　　　　　（μU／mL　m川！m1，0r　ng／ml）

Fig．3　Cross　reaction　between　antiserum　and　LH，　FSH，βHCG，　HCG　standards．

mlの血清1でC．V．は12．8％，2．66μU／m1の血

清IIで5．3％，4．24μU／m1の血清IIIで7．8％，

9．76μU／m～の血清IVで3．2％，平均C．V．は7．23％

であった．また，日差再現性においては，TSH濃

度0．88μU／m～の血清1でC．V．は15．9％，2．62

μU／m1の血清IIで5．4％，4．33μU／m1の血清III

で4．9％，9．66μU／mlの血清IVで2．2％であり，

平均C．V．は7．1％であった．

　2）希釈試験

　TSH濃度60μU／mlのヒト血清をTSH濃度
0μU／mlの標準溶液を用い2倍から2，048倍まで

倍々希釈した場合の希釈試験の結果をFig．2に示

す．512倍まで標準曲線と平行するのが認められ，

0濃度のB／T％と有意差が認められたのは512

倍希釈のB／T％であったことより，最低検出濃

度は0．1μU／mlと考えられた．
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Fig．4　Correlation　of　serum　TSH　concentrations　between　SUCROSEP　TSH　IRMA　and

　　　MAIA　clone．

　3）添加回収試験

　3種類のプール血清にTSH標準血清を加えて

求めた回収率をTable　2に示す．　TSH濃度0．7μU／

m1のプール血清での回収率は87．5から101．4％，

平均回収率97．1土5．71％，2．5μU／m1のプール血清

では回収率93．7から115．4％，平均回収率102．6土

9．99％，10μU／m1のフ゜一ル血清では回収率95．9か

ら125％，平均回収率107．8土12．28％であった．

　4）交叉反応試験と特異性

　各種TSH標準溶液およびLH，　FSH，　HCG，

βHCGを用いて行った交叉反応試験の結果を

Fig．3に示す．　LH（2nd　IRP－HMGにより検定）

7．8から500mIU／m1，　FSH（2nd　IRP－HMGによ

り検定）3．9から250mIU／ml，　HCG（2nd　IS　MRC

61／6により検定）2．3から300mIU／m1，βHCG

（Dr．　Franchimontによる）3．1から50　ng／m1で検

討した範囲では交叉反応性は認められなかった．

また，1st　IRP　68／38により検定されたAmerlex

TSHおよびTSH第一，2nd　IRP　80／558での検

定を用いるRIA－gnost　TSH　Ultrasensitiveおよび

TSH　MAIA　cloneの標準血清との比較では，

Amerlex　TSHにて5．6μU／m1以下でB／T％が低

下した他は0から50μU／m1の範囲ではほぼ平行

した．

　5）　ヒトヘモグロビン，ヒトアルブミン，オレ

　　イン酸の添加による影響

　ヒトヘモグロビン（Sigma），ヒトアルブミン

（Sigma），オレイン酸（和光）の添加による測定系

への影響を検討した．血清成分の影響をさけるた

めに，リン酸緩衝液にヒトヘモグロビンを0．093

から1．59／d1，ヒトアルブミンを0．625から109／

d1，オレイン酸を0．125から4mMそれぞれ加

えた場合，測定値に変化はなかった．また，TSH

濃度0．95，2．7，4．5μU／m1の血清にヒトヘモグロ

ビン，ヒトアルブミン，オレイン酸を上記と同様

に添加した場合にも測定値の変化を認めず，ヒト

ヘモグロビン，ヒトァルブミン，オレイン酸添加

による測定系への影響はないものと考えられた．

　6）本法と他のIRMA法による血中TSH濃度

　　の相関

　1．本法とTSH　MAIA　cloneで求めた血中TSH

　　濃度の相関

　174例において本法とTSH　MAIA　clone（最低

検出濃度0．5μU／ml）で測定し求めた血中TSH濃
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度の相関をFig．4に示す．　TSH　MAIA　clone　O．5

から50μU／ml，本法0．1から50μU／mlの範囲で

は，相関係数r＝0．988，危険率p＜0．001，回帰式

y＝0．968x十〇．364であった．

　2．本法とR】［，tes．－gnost　TSH　Ultrasensitiveで求

　　めた血中TSH濃度の相関

　140例において本法とRIA－gnost　TSH　Ultra－

sensitiveで測定し求めた血中TSH濃度の相関を

Fig．5に示す．　RIA・gnost　TSH　Ultrasensitive　O．08

から50μU／ml，本法0．1から50μU／m～の範囲で

は，相関係数r－0．982，危険率p＜0．001，回帰式

y＝0．989x十〇．143であった．

1769

　7）健常者および各種甲状腺疾患患者，他の疾

　　患患者における血中TSH濃度

　健常者および各種甲状腺疾患患者，他の疾患患

者における本法による血中TSH濃度をFig．　6に

示す．健常者94例における血中TSH濃度は0．3

から8．2μU／m1に分布し，平均±S．D．は1．63土

1．36μU／ml，対数確率紙にて求めた正常範囲は

0．25から4．5μU／mlであった．

　バセドウ病患者52例では，未治療患者29例の

血中TSH濃度は全例測定感度（0．1μU／ml）以下

を示し，寛解期患者11例，抗甲状腺剤治療中
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Fig．5　Correlation　of　serum　TSH　concentrations　be－
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Presented by Medical*Online



1770 核医学　23巻12号（1986）

患者12例の血中TSH濃度はそれぞれ0．1から

4・6μU／ml，18μU／ml以下に分布した．

　慢性甲状腺炎患者31例では，機能充進例，低

下例，正常例を含め，0．1以下から250μU／mlと

幅広く分布した．

　単純性甲状腺腫，腺腫様甲状腺腫，Sheehan症

候群など上記以外の疾患患者38例の血中TSH濃

度は0．1以下から23μU／mlに分布した．

8）Sh㏄㎞症候群2症例における㎜負荷
　　テスト

　Sh㏄han症候群と診断された2例において

TRH負荷テストを行った結果をFig．7に示す．

第1例（K．Y．）ではTSH前値0．4，15分値0．6，30

分値0．7，45分値0．7，60分値0．9，90分値0．8，120

分値0．6，180分値0．7μU／mt，第2例（Y．U．）では

TSH前値0．4，15分値0．8，30分値0．9，60分値0．6，

120分値0．4μU／mlとわずかなTSHの上昇反応

が認められた．

V．考　　案

　血中TSHのradio▲mmunoassayによる測定は，

Utigerら4），　Odel1ら5）によって試みられて以来，

2抗体法を用いたRIAが登場し良好な結果を得

るに至ったが，その最低検出濃度は2μU／m1と

TSH低値の際の疾患の鑑別には未だ十分とはい

えない．免疫学の進歩により，ポリクローナル抗

体からモノクローナル抗体の作製が可能となり

TSH測定にも応用され，より感度のよい測定法

が開発された．われわれも，2種類のモノクロー

ナル抗体とmagnetic　separatorを用いるTSH

IRMA：TSH　MAIA　cloneと固相化チューブによ

る2種類のモノクローナル抗体を用いるRIA－

gnost　TSH　Ultrasensitiveにっいて検討し，その

最低検出濃度はそれぞれ0．5，0．08　pU／mlであっ

た．すでに森ら6）は最低検出濃度が0．156μU／ml

のTSH第一の改良法を報告し，また，　enzyme

immunoassayによる方法7）では最低検出濃度が

0．5μU／mlと報告されている．本法の最低検出濃

度は0．1μU／mlで最高検出濃度は250μU／m～と

広い範囲が測定可能であった．

　本法の標準物質は，従来用いられてきた1st

IRP　68／38を用いたものであるが，　Cotesら8）の報

告のごとく測定系は安定しており，特異性におい

ても本法は良好であった．

　健常者の血中TSH濃度は，　RIAによるWehm－

annら9）の報告では平均1．49土0．10μU／mt，　Cobb

ら10）によるIRMAでは平均2．0±0．4μU／m1，

W㏄ksら11）のimmunochemiluminometric　assay

では平均1．44μU／m1と報告している．本法によ

る測定では平均1．63±1．36μU／m1と他の報告と

一致するものであった．

　甲状腺機能充進症患者の血中TSH濃度は，

Wehmannら9），　Weeksら11）はそれぞれ0．33μU／

m1，0．03μU／ml以下と報告しており，本法による

結果でも測定感度（0．1μU／ml）以下を示し健常者

との鑑別が可能であった．

　本法はヒトアルブミン，ヒトヘモグロビン，オ

レイン酸添加による測定系への影響は認められな

かったところから，溶血，低アルブミン血症，高

脂血症による測定系への影響はないものと考えら

れた．

　今回，Sheehan症候群の2例でのTRHテスト

の結果を報告したが，本法によりTSHが低濃度

域にあっても下垂体のTSH分泌能が明らかとな

り，甲状腺疾患のみならず下垂体疾患においても

本法の有用性が示唆され，RIAに代わってIRMA

による血中TSH測定が普及するものと考えられ
た．

VI．結　　語

　2種類のモノクローナル抗体および1st　IRP　68／

38を用いたSUCROSEP　TSH　IRMAについて基

礎的ならびに臨床的検討を行った結果，次のよう

な結論を得た、

　1）本法の再現性，交叉反応性，回収率，希釈

試験の結果はいずれも良好であり，最低検出濃度

は0．1μU／mtであった．

　2）　ヒトヘモグロビン，ヒトアルブミン，オレ

イン酸添加による測定系への影響は，検討した範

囲では認められなかった．
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　3）TSH　MAIA　cloneとは0．5－50μU／mlの範

囲で，RIA－gnost　TSH　UltrasensitiveとはO．08－50

μU／m1の範囲で良好な相関を得た．

　4）健常者血中TSH濃度は1．63±1．36μU／m1

（平均土S．D．）であり，対数確率紙にて求めた正常

範囲は0．25－4．5μU／m1で，未治療バセドウ病患

者は0．1μU／m1以下であり，健常者との鑑別が可

能であった．

　以上より，SUCROSEP　TSH　IRMAは血中
TSH低濃度域における臨床応用に有用であると

結論された．

　稿を終えるにあたりご校閲いただいた昭和大学医学部

第三内科教授新谷博一先生に深謝します．

　測定に際しご協力いただいたSRL社に感謝します．
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