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1．はじめに

　甲状腺刺激ホルモン（以下TSHと略）は，α，β

サブユニットより成り立つ糖蛋白で，βサブユニ

ット（TSH一β）にTSHの免疫学的活性および生物

学的活性があることが知られている．このたびわ

れわれは，National　Institute　of　Diabetes　and

Digestive　and　Kidney　Diseases（N．1．D．D．K．）より

TSH一β，抗TSH一β抗体を入手し，血中TSH一β濃

度測定法を確立し，基礎的ならびに臨床的検討を

行ったので報告する．

H．対象ならびに方法

　対象は，健常者（理学的，生化学的に異常を認

めない者で，年齢は19から54歳）24例，未治療

バセドウ病患者16例，原発性甲状腺機能低下症

患者15例，非腫瘍性高TSH血症（Syndrome　of

InapPropriate　Secretion　of　TSH；SITSH）患者7

例，計62例である．
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　TSH一βの1251の標識は，　Kourides1ら1）の方法

に従い，クロラミンT法2）で行い，それをセルロフ

ァインのカラム（1．5×50cm）で精製分離し，　Fig、

1に示すような2抗体撤よるradioimmunoassay

で行った．測定手技の概略は，標準溶液または血

清100　rdに抗TSH一β抗体を100μr加え，6時間

室温でインキュベーションし，i251　TSH一βを100

μ1加えて18時間室温でインキュベーションする．

さらに，第2抗体（抗家兎ガンマグロブリン羊血

清）100μ1を加え，5時間室温でインキュベーシ

ョンした後，遠心分離し，沈渣の放射能を測定す

る．

　血中TSH濃度，血中Free　thyroxine（FT4）濃

度，血中Free　triiodothyroni皿e（FT3）濃度の測定

は，それぞれ，R【A－gnost　TSH　UItrasensitive，

Amerlex－M　Free　T4キット，　Amerlex－M　Free　T3

キットで行った．

　TRH負荷試験においては，　TRH（タナベ）を

500μg静注し，負荷前（基礎値），15，30，60，90，

120，180分に採血し，血中TSH濃度，血中
TSH一β濃度を測定した．また，負荷前血清にお

いては，血中FT4およびFT3濃度を測定した．

　Key　words　：TSH一βsubunit，　TSH，　Radioimmuno－

assay，　SITSH，　TRH　test．
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1．比放射能

】［【1．結　　果

核医学　25巻2号（1988）

　1251で標識したTSH一βをカラムで分離し1．5

m1ずつに分け，その放射活性をキュリーメータ

ーで測定した結果は，Fig，2に示すように，　No．

se「um　or　standard　solution　100μl

TSH一βantibody　　　　　　　　　　100μ1

↓6h・s　i・cub・ti・・at…m・・m…at・・e

1251TSH一β　　　　　　　　　　　　　　100μ1

Anti－gamma　glo加lin　　　　　100μ10．05M　phosphate　buffer　　500μ1

、

5hrs　incubatbn　at　room　temperature

’

Centrifugation

12とNo．17でヒ゜一クが得られ，抗TSH一β抗体

を塗布したRIA－gnost　TSHチューブとの結合で

前者に免疫学的活性を認めた．以降No．12を使

用した．この方法の比放射能は，50から100μCi／

μ9であった．

　2．標準曲線

　TSH一βの標準曲線をFig．3に示した．　TSH一β

濃度が0．1から4ng／mlで直線性を有し，　Boに

Aspiration

Fig．1　　Assay　procedure．

　50

邑40

×
巨　30

唱

　　　　　　　　10　　　20　　　30　　　40

　　　　　　　　Fraction　number

Fig．2　Separation　of　iodinated　TSH－fi　from皿reacted

　　　i251　on　cellurofine　on　a　l．5×50　cm　column．

（B／B◎）

100

1
0

0
0’1 　1

TSH・β

10 100（ng／mt）

Fig．3　Standard　curve　of　TSH一β．
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対する90％の測定値は0．066ng／m1が得られたが，

0．12ng／mtとの結合率の差が僅かであったため，

最低検出濃度を0．2ng／mlとした．

Intraassay

Table　l　Coe伍cient　of　variation

（n＝5） 1 II III

Mean（ng／ml）

S．D．

C．V．（％）

0．36

0．02

6．4

0．59

0．03

5．6

1．28

0．04

3．9

Interassay

（n＝5） 1 11 III

Mean（ng／ml）

S．D．

C．V．（％）

0．35

0．02

5．7

O．60

0．04

6．1

1．28

0．06

4．7
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　3．同時および日差再現性

　3種類の異なる血清を用いて行った同時および

日差再現性の結果をTable　1に示した．同時再現

性の変動係数は，6．4，5．6，3．9％であり，日差再

現性の変動係数は，5．7，6．1，4．7％であった，

　4．添加回収率試験

　異なる3種類の血清に4つの濃度の異なる標準

血清を加えて行った回収率をTable　2に示した．

平均回収率はそれぞれ，96．3±3．2（S．D．），1115土

25．6，および107．9土17．4％であった．

　5．交叉試験

　抗TSH一β抗体とN．1．D．D．K．より入手した

TSH一α，　TSH，　LH，　FSH，　HCGとの交叉試験の結

果をFig．4に示した．交叉率は，　TSHとは1．0％，

Table　2　Recovery　test

Pooled　serum　THS一β（0．64　ng／ml）Pooled　serum　TSH一β（0．95　ng／ml）Pooled　serum　TSH一β（2．2ng／m’）

added
standard
　　　　measured　recoveredsolution
　　　　　value　　　　　value

（ng／m『）　（ng／ml）　（ng／ml）

　　　　measured
「ecove「y　　　value

　（％）　　（ng／ml）

recovered
　value　　　「ecove「y

（ng／rnl）　　（％）

measured　recovered
Value　ValUe　「eCOVe「y

（ng／mの　　（ng／ml）　　（％）

0

0．08

0．18

0．71

0．43

0．51

0．6

1，1

0．08

0．17

0．67

100．0

94．4

94．4

0．63

0．7

0．88

1．4

0．07

0．25

0．77

87．5

138．9

108．5

1．47

1．55

1．7

2．05

0．08

0．23

0．68

100．0

127．8

95．8

Meユn士S．D．＝96．3士3．2 Mean±S．D．＝111．5士25．6 Mean土S．D．＝107．9士17．4

　　（％）
B／Bo　100

50

●一●standard

o－o　TSH

－tV・TSH
▲nt　LH

NFSH
■－rHCG

　10　　　　　　　　102　　　　　　　103

Fig．4　Cross　reactivity　cf　anti　TSH－fi．

104｛ng／ml）
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174 核医学　25巻2号（1988）

LH，　FSHとはそれぞれ，0．12，0．05％であり，

TSH一αとは50　ng／mlまで，　HCGとは10μ9／ml

まで交叉はみられなかった．

　6e健常者，バセドウ病患者，原発性甲状腺機

　　能低下症患者，SITSH患者の血中TSH・β基

　　礎値

　健常者24例，未治療バセドウ病患者16例，原発

性甲状腺機能低下症患者15例，SITSH患者7例

の血中TSH一β基礎値を，　Fig．5に示した．血中

FT4濃度が0．8から2．3　ng／d1，血中FT3濃度が

3．1から6．4　pg／mlを示した健常者の血中TSH一β

基礎値は，0．64ng／ml以下に分布し，平均値

±S．D．は0．49土055　ng／mlで，対数確立紙にて

求めた正常範囲は0．7ng／ml以下であった．血中

FT4濃度が2．5　ng／dl以上，血中FT3濃度が7．4

pg／ml以上を示した未治療バセドウ病患者の血中

TSH一β基礎値は0．2　ng／ml以下であり，また，血

中FT4濃度が1．O　ng／d1以下，血中FT3濃度が

3．2pg／ml以下を示した原発性甲状腺機能低下症

患者の血中TSH一β基礎値は，0．34から9．O　ng／ml

であった．血中FT4濃度，　FT3濃度がそれぞれ，

1．1から7．4ng／d1，2．8から285　P9／m1を示した

SITSH患者の血中TSH一β基礎値は，6．4　ng／ml

以下にあり，7例中5例（71％）は0．7ng／m1以上

と高値であった．

　7．TRH負荷試験

　1）健常者のTRH負荷試験

　健常者10例のTRH負荷に対する血中TSHと

0．1

　TSH・β
0．5　1 10 （ng／ml）

1 1 【

Normal
“

3←°°一一 ■■

●■

（n＝24｝

6ravesl

disease

（n＝16）

…
i
罷
‘

Primary

hypothyroidism ● ■　　　　　“ ・　■　■● ●　　・・　●●・ ●

（n＝15）

S1τSH　without
ご

tumor ■ ■　■　　■ ● ● ●

（n＝7）

Fig．5　Basal　TSH一β　concentrations　in　normal　subjects，

　　　in　patients　with　Graves’disease，　in　patients

　　　with　primary　hypothyroidism，　and　in　patients

　　　with　SITSH　without　tumor．

TSH一βの反応の結果をFig．6に示した．血中

TSH濃度の平均値土S．D．は，基礎値2．25土0．97

μU／ml，15分値18．63士8．24μU／ml，30分値17．34

土7．09μU／ml，60分値14．32土7．46μU／ml，　90分値

8．88±3．57μU／ml，120分値6．90士3．59μU／m1，180

分値4．72土3．38μU／mlと15分で有意に上昇し，

そのピークは15から30分にあった．

　一方，血中TSH一β濃度のそれは，基礎値O．27

土0」Ong／ml，15分値0．34土0．16　ng／ml，30分値

0．47土0．13　ng／ml，60分値0．36土0．10　ng／m1，90分

値0．32土0．16ng／ml，120分値0．32土0．13　ng／ml，

180分値0．25±0．20ng／m1と30分でピークに達し

たが，基礎値とは有意な差はなく，血中TSHの

ピーク時間と異なったものが4例（40％）に認め

られた．

　2）バセドウ病患者および原発性甲状腺機能低

　　下症患者のTRH負荷試験

　甲状腺機能充進状態にある未治療バセドウ病患

者3例，原発性甲状腺機能低下症患者2例の

TRH負荷に対する血中TSH一βの反応の結果を

Fig．7に示した．バセドウ病患者では全く反応は

見られず，原発性甲状腺機能低下症患者2例のピ

ー クはそれぞれ，1．25，2．4ng／mlと過大に反応す

るのが認められたが，その内の1例のピーク時間

TSH　TSHrβ
（μ0／ml）｛ng／ml）

　50

10

1

X　9　Mean±S，D．

己入丈一工一し」

　　　　before　1530　　60　　90　120　　　　　180｛min）

Fig．6　TSH　and　TSH一βrespollses　to　TRH　500μg　i．v．

　　　in　normal　subjects，　Results　are　Mean±S．D．

　　　●；TSH　　O；TSH一β
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o．2臼≡…≡≡∈≡EiE1i1ii111
　　before　15　30　　　　　60　　　　　90　　　　　120　　　　　　　　　　　180（min，）

Fig．7　TSH・fl　responses　to　TRH　500　pSg　i．v．　in　patie　lts

　　　with　Graves’disease，　and　primary　hypot’iy－

　　　roidism．

　　　●；Graves，　disease

　　　△lprimary　hypothyroidism

は血中TSHのそれと異なっていた．　TSHの反応

は図には示さなかったが，バセドウ病患者では無

反応，原発性甲状腺機能低下症患者では過大であ

った，

IV．考　　案

　TSHはα，βサブユニットより成り立ち，それ

ぞれ下垂体前葉で別個に作られ，TSH一βがその

免疫学的活性および生物学的活性を担っているこ

とが明らかとなっている3）．

相われわれは，radioimmunoassayによ殖

中TSH一β濃度の測定を行ったが，添加回収率，

同時および目差再現性といった基礎的検討は良好

な結果を得た．交叉反応に関しては標準品に混入

するTSH一βの存在の可能性も否定できないが，

Kouridesら1）の報告とほぼ一致するものであり，

TSH一βの血中濃度の測定には影響を及ぼさない

ものと考えられた．

　健常者の血中TSH一β濃度は，　Kouridesら4）は

05ng／ml以下とし，　Cooperら5）はO．18　ng／ml以

下と報告し，また，宮井ら6）はモノクローナル抗

体を用いたenzyme　immunoassayで正髄囲を

0．4　ng／ml（測定感度）以下と報告した．今回の検

討では，O．64　ng／ml以下に分布し，対数確立紙に

て求めた正常範囲は0．7ng／mt以下といくぶん高

値であった．われわれの用いた抗TSH一β抗体は

175

ポリクローナル抗体であったが，測定感度は0．2

ng／ml，　TSHとの交叉率は1％と臨床応用に支障

はないと考えられた．

　TRH負荷試験においては，健常者でTSH一βは

30分でピークに達したが，基礎値との間には有意

な差はなく，これはKouridesら4）の報告と一致

する．また，TSHの反応は高感度TSH　IRMA
であるRIA－gnost　TSH　Ultrasensitive7）での測定

で有意な上昇を認めたが，TSH一βと平行した反応

ではなく，また，TSH一βのピーク時間と異なる

ものが4例（40％）に認められたことより，TSH一β

の分泌動態の解明に本測定法は有用であると考え

られた．

　甲状腺機能充進状態にある未治療バセドウ病患

者のTRH負荷試験において，　TSH一βは無反応で

あり，TSHと同様にTSH一βの分泌も抑制されて

いること4）が再認識された．一方，原発性甲状腺

機能低下症患者ではKouridesら8）の報告のよう

に，2例ともTSHと同様にTSH一βは過大に反応

し，本症においてはTSH一βの合成・分泌能が高

まっているためと考えられた．

　非腫瘍性SITSH患者においては基礎値のみで

あったが，TSH一β濃度は7例中5例0．7　ng／ml以

上と高く，Kouridesら9）の結果と一致するもの

であった．今後TRH負荷でのTSH一βの分泌動

態を検討する必要があると思われた．また，腫瘍

性SITSH患者でのTSH一βの分泌を検討する際

に本法は有用になると考えられた．

V．結　　語

　血中TSH・β濃度測定法の基礎的・臨床的検討

を行った結果，以下のような結論を得た．

　1．標準曲線は，0．2から4　ng／mlで直線性を

有し，最低検出濃度は0．2　ng／m1であり，同時・

目差再現性，交叉反応試験，添加回収率の結果は

良好であった．

　2．健常者の血中TSH一β濃度は0．64　ng／ml以

下に分布し，正常範囲は0．7ng／mt以下であり，

TRH負荷後の上昇は有意ではなく，　TSHの反応

とは必ずしも平行しなかった．
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176 核医学

　3．原発性甲状腺機能低下症患者のTRH負荷

試験でTSH一βは過大に反応した．

　以上よりTSH一βとTSHの分泌動態は異なる

ものがあると考えられた．

　稿を終えるにあたり，ご校閲いただいた昭和大学医学

部第三内科新谷博一教授に深謝いたします．
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