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Immunoradiometric　assay（IRMA）法によるヒト副甲状腺

　　　ホルモン（Intact　PTH）測定用キットの使用経験

Measurement　of　Circulating　Intact　Human　PTH
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1．緒　　言

　副甲状腺ホルモン（Parathyroid　hormone；PTH）

は，副甲状腺より分泌される84個のアミノ酸から

なるペプチドであり，生体内でのカルシウム代謝

調節に重要な働きをしている．血中PTH濃度を

測定することにより，種々のカルシウム代謝異常

の病態把握，診断にきわめて重要な情報がもたら

される．従来，血中PTH濃度の測定は，ラジオ

イムノアッセイ（RIA）1”6）によりなされてきた．
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現在臨床に用いられているPTH－RIAの大部分は，

PTHのC端フラグメント2”4）や中間部フラグメ

ント5・6）に特異的な抗体を用いている（C端アッセ

イ）．ところが，このようなC端フラグメントや

中間部フラグメントはPTHとしての生理活性を

有さない．しかも，これらのフラグメントはいず

れも，生理活性を有するPTH（1－84）（Intact　PTH）

の腎における末梢代謝産物7～10）である．さらに，

Intact　PTHの血中での半減期（5分以内）に比べ

てC端フラ’グメントや中間部フラグメントはき

わめて長い半減期（少なくともIntact　PTHの5～

15倍）を持つ11，12）ことが知られている．したがっ

て，C端アッセイは高感度で多くの臨床病態にお

いて有用ではあるものの，腎臓におけるPTH代

謝異常の影響を大きく受けるという欠点を有する．

例えば，腎不全患者の副甲状腺機能をC端アッ

　Key　words：IRMA，　PTH，　Calcium
Hyperparathyroidism，　Hypercalcemia．
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セイにより評価することは困難である．そこで

Intact　PTH濃度を測定することが最も理想的で

あると考えられてきたが，Intact　PTHの生理的

血中濃度（1pmol／L）がきわめて低い7・13）ことも

あり，近年まで簡便な測定法が存在しなかった．

ところが最近，米国マサチューセッツ総合病院

（MGH）のPottsらのグループにより，高感度，

高特異性かつ簡便なIntact　PTHのimmunoradio－

metrlc　assay（IRMA）が開発され14），ニコルス

Inc．においてキット化され供給されるようになっ

た．今回，そのキットを用いる機会を得，若干の

基礎的，臨床的検討を行ったので報告する．

IL　測定原理および測定方法

　1．測定原理

　本法の測定原理はTwo－site　immunoradiometric

assay（IRMA）である．すなわち，本法では2種

類の抗体が用いられている．これらの抗体は精製

ヒトPTH（1－84）をヤギに免疫し，ヒトPTH（1－

34）あるいはヒトPTH（39－84）をそれぞれ結合し

たアフィニティカラムにてそれぞれに特異的な抗

体として精製することにより得られた．そのヒト

PTH（39－84）に特異的な抗体はプラスチックビー

ズに固相化されており，N末端PTH（1－34）を認

識する抗体は1251で標識されている．したがって，

本法では両者の抗体でサンドイッチ結合させるこ

とによりintactなPTH（1－84）の測定が行える．

　2．測定方法

　キットの構成

　1）　ヤギに免疫し，アフィニティ精製された抗

　　　PTH（39－84）固相化ポリスチレンビーズ

　　　　　　　　　　　　　　　　100個

　2）　ヤギに免疫し，アフィニティ精製された

　　　1251一抗PTH（1－34）　　　　　2バイアル

　3）Intact合成ヒトPTH（1－84）：標準品

　　　　　　　　　　　　　　　　　6バイアル

　4）　濃縮洗浄液（リン酸緩衝液）　50m1

　5）　コントロール血清　　　　　　2濃度

　測定手技

　本法の測定手技の概略は以下のとおりである．

）
）
）
）
）

1
2
3
4
5

）6

）7

試験管に標準品または検体200μ1を入れる．

次に，1251標識PTH抗体100μ1を加える．

PTH抗体固相化ビーズを1個ずつ加える．

室温で22土2時間インキュベートする．

インキュベート後，洗浄液2m1を加え洗

浄を行う．この操作を2回繰り返す．

残液を丁寧に吸引した後，ビーズの放射能

をカウントする．

標準品の結合カウントより，標準曲線を作

成し，検体のPTH濃度を読み取る．

MI．実験方法

　基礎的検討として，インキュベーション温度，

時間，最小検出感度，検体の保存条件，希釈試験，

回収試験および再現性について検討した．

　臨床的検討としては，健常人36例（19～47歳，

男女各18例），原発性副甲状腺機能充進症7例，

副甲状腺機能低下症22例（特発性3例，続発性19

例），悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症9例，腎

不全35例（うち二次性副甲状腺機能充進症12例）

などの検体につき測定した．また，1例の健常人

につき2分ごとに計19回採血しその変動を検討し

た．また，1例の原発性副甲状腺機能元進症にっ
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］Fig．1　　】Effect　of　incubation　temperature．
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き術後の経時的な変化を検討した．さらに従来の

測定系との比較のため，ヤマサ醤油社製のPTH

キット「ヤマサ」（中間部フラグメント　アッセ

イ），CIS社製hPTH・1－125（C端アソセイ）キ

ットによる測定値と比較検討した．
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IV．結　　果

1．基礎的検討の結果

1）インキュベーション温度の影響

Figure　lにインキュベーションを4，25，37°C
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Fig．2　Effect　of　incubation　time．
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Lower　limit　of　detection．

で行った場合の標準血清の各濃度およびコントロ

ール血清の結合カウントを示す．4°Cでは結合率

が低かったが，25°C，37°Cではほぼ平衡状態で，

温度条件としては25°Cで十分と考えられた．
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Fig．4　Effect　of　sample　stock　interva｝s　on　the　assay．
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　　　thyroidism，　CRF：Chronic　renal　failure）．

Presented by Medical*Online



816 核医学　　25巻8号（1988）

Table　l　Recovery　test

Added　PTH（1－84）concentration（pg／ml）

0．0 8．5 22．0 75．0 220．0 800．0

Measured
Recovered

Recovery（％）

27．9 35．2

7．3

85．9

48．0

20．1

91．4

98．7

70．8

94．4

256．2

228．3

103．8

925．6

897．7

112．2

Measured
Recovered

Recovery（％）

16．0 26．1

10．1

118．8

37．9

21．9

99．5

102．5

86．5

115．3

233．4

217．4

98．8

760．7

744．7

93．1

Mean　recovery（％）士SD：101．3土10．8

　2）　インキュベーション時間の影響

　インキュベーション温度を25°Cにして，時間

を6，20，24，28，48時間と変えた場合の結合率を

Fig．2に示す．6時間では結合率が低く，20～28

時間では緩やかな上昇を示し，28～48時間でほぼ

平衡状態に達した．原法では22土2時間と指定さ

れているが，この前後での結合率の変化はわずか

であり，コントロール血清の結合率も平行して変

化するため，実際の読み取り値に大きな変化はな

かった．

　3）　最小検出感度

　標準血清（17pg／m～）を0濃度の標準血清で希

釈し最小検出限界を求めた．Fig．3に各濃度につ

いて3回ずつ測定した平均値と標準偏差（SD）を

示す．0濃度のカウントの2SDより求めた最小

検出感度は約2pg／m　1であったがp＜0．1とやや

大きく，アッセイ間の変動を考慮すると4pg／m～

（p＜0．01）程度が妥当と考えられた．

　4）　検体の保存条件

　採血した検体の保存条件について温度と凍結融

解の影響にっいて検討した．

　Figure　4上段は採血後速やかに血清分離を行

い，その後4°Cと室温（25°C）で1～2日放置し

た場合のPTHの測定値を示す．採血後直ちに

一 20°Cで凍結した検体の値と4°Cで2日まで放

置した値との間に有意の変化は認められなかった

が，室温で放置した場合には1日目では約9％，

2日目では約35％低下することが認められた．

　下段は検体を1～6回凍結融解を繰り返して測

定した場合のPTH値を示す．採血，血清分離後

直ちに凍結，1回の融解で測定した場合と2回以

上凍結融解を繰り返した場合では若干測定値が低

下したが，2～6回では変化はなく凍結融解の影響

は比較的少ないと考えられた．

　5）希釈試験

　副甲状腺機能充進症2例，透析中の腎不全3例

の患者検体を0濃度の標準血清で2～16倍まで希

釈した結果をFig．5に示す．いずれも良好な直

線性が得られた．

　6）回収試験

　健常人2例にPTH標準血清を0～800　P9／ml

添加して測定を行った．

　回収率は85．9～118．8％の間で，平均回収率は

101．3土10．8％であった（Table　1）．

　7）再現性
　キット添付の2つの異なる濃度のコントロール

血清を用いて測定したintra－，　interassayの測定

値の平均値（mean）と標準偏差（SD），変動係数

（CV％）をTable　2に示す．　intraassay（N＝10）で

のmean±SDは43．78±2．26，286．07土11．29で

CVはそれぞれ5．2，3．9％であった．同様にinter－

assay（N＝5）では46．20±2．77，319．32±10．09で

Table　2　Reproducibility　of　the　assay

Intra－assay
　（n＝10）

Inter－assay
　（n＝5）

『緬． 1 2

Mean　　　43．78　　286．07

SD　　　　　2．26　　　11．29

CV（％）　　　5．2　　　　3．9

1　　　　　2

46．20　　　　319．32

2．77　　　　　10．09

6．0　　　　3．2
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Fig．6　Values　for　Intact　PTH　in　healthy　subjects　and

　　　patients　with　various　diseases．

　　　1°HPT：Primary　hyperparathyroidism

　　　HYP：Hypoparathyroidism（口：primary，
　　　■：secondary）

　　　HM：Hypercalcemia　with　malignancy

　　　CRF：Chronic　renal　failure　（▲：secondary

　　　hyperparathyroidism）

CV％は6．0，3．2％と良好であった．

　2．臨床的検討の結果

　1）健常人および各種疾患におけるIntact　PTH

　　濃度

　Figure　6に健常人および副甲状腺機能充進症，

副甲状腺機能低下症，悪性腫瘍に伴う高カルシウ

ム血症および腎不全例の測定結果を示す．健常人

36例は32．0土12．6（mean士SD）で，一方原発性副

甲状腺機能充進症は98．6～1，502pg／m1に分布し

健常人と完全に識別できた．さらに副甲状腺機能

低下症は4pg／m1以下～9．l　pg／m1の間に分布し

これも全例健常人と鑑別可能であった．悪性腫瘍

に伴う高カルシウム血症例は4P9／m1以下～16．2

pg／m1に分布し明らかに低値を示し，副甲状腺機

能充進症とは完全に識別できた．腎不全例は4

pg／ml以下～927　pg／mlと幅広く分布したが，156

pg／m1以上の症例は全て臨床的に二次性副甲状腺

機能充進症をきたしていた症例であり，本アッセ

イによりそれらの例の識別が可能であった．

　2）Intact・PTHの基礎分泌パターン

　PTHはパルス状の分泌をしているといわれて

いる（Segre　GVよりの私信）．そこで，健常人1

例にっいて2分ごとの採血による変動を観察した

が，パルス状の分泌を示唆する所見は得られず，

比較的安定した値が得られた（Fig．7）．

　3）原発性副甲状腺機能充進症の術後PTH濃

　　度の変動

　原発性副甲状腺機能充進症例（腺腫）での腫瘍摘
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Fig．7　Variation　of　lntact　PTH　in　serum　sampled　every　two　minutes　in　a　healthy　subject．
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Fig．8　Time　course　of　intact　PTH，　mPTH　and　ionaized

　　　　calcium　levels　after　parathyroidectomy（PrX）

　　　　in　a　patient　with　primary　hyperparathyroidism．

　　　　Normal　ranges　indicated（Intact　PTH　assay；

　　　　戸，YAMASA’s　assay；：：［一一、二and　ionaized

　　　　calcium；巨ヨ）．

出術前後におけるIntact　PTHおよびC端PTH

の変化を検討した（Fig．8）．副甲状腺腫への血流

遮断後，Intact　PTH値は速やかに減少したのに対

して（見かけの半減期約4．5分），C端PTH値は

緩やかに減少した（同70分）．したがって，Intact

PTHはC端PTHよりはるかに鋭敏かつ正確な副

甲状腺ホルモン分泌の指標であると考えられた．

　4）　他法との相関

　Figure　9にhPTH・1－125・キット，　Fig．10に
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Fig．9　Correlation　between　cPTH（CIS）assay　and

　　　　Intact　PTH　assay（△：CRF，○：1°HPT）．
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PTHキット「ヤマサ」キットと本法による測定

値の関係を示す．腎不全例（△印）では本法の測定
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lmmunoradiometric　assay（IRMA）法によるヒト副甲状腺ホルモン（lntact　PTH）測定用キットの使用経験　819

値に比し，CIS，栄研いずれのキットでも高値を

示し，特にヤマサキットでその傾向は顕著であっ

た．悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症の症例（○

印）では本法による測定値が感度以下であったの

に対し，CISキットでは4例中3例が，栄研キッ

トでは8例中5例が中～高値に測定された．これ

らの症例および検出限界をはずれた検体を除いた

症例での相関はそれぞれr＝0．876，0．657と有意

の相関が認められた．

V．考　　察

　生物活性のある副甲状腺ホルモン（PTH）を簡

便に測定することは長年の課題であった．これは

PTHのRIAが1963年Yalow，　Pottsi）らにより

比較的早く開発されたにもかかわらず，その測定

しているものの大部分が生物活性のないCフラ

グメントでありN端部に対する高感度なアッセ

イがその後20年近くも開発できなかったというこ

とによる．これは，血中でPTHが急速に代謝さ

れ，その血中レベルが10～60pg／m1程度ときわ

めて低いことによる．今回，MGHのグループに

より開発され，ニコルスによりキット化された

IRMAは，従来よりの種々の懸案を一度に全て

解決したといえる．つまり，高感度かつ簡便であ

り，しかも生物活性のあるPTHが特異的に測定

できるようになったのである．今回のわれわれの

検討においても健常人の全例においてその値が測

定でき，また原発性副甲状腺機能充進症および低

下症の全例が健常人とこのアッセイのみで鑑別可

能であり，また従来のC端アッセイでは鑑別困

難である悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症と副甲

状腺機能充進症とが完全に分別できるという結果

を得た．悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症例は多

くの例で腎機能の低下を伴っており，したがって，

従来のC端アッセイでは高値を示したが，Intact

PTHアッセイではほとんどの例で低値を示した．

また，腎不全症例は従来のCフラグメントァッ

セイではいずれも高値を示すのに対し，Intact

PTHアッセィでは正常値～高値に分布し，この

うち，原発性副甲状腺機能充進症例と同程度に高

値を示した例はいずれも臨床的に二次性副甲状腺

機能元進症の症候を示す症例であった．以上のこ

とからIntact　PTH測定により，腎不全における

二次性副甲状腺機能充進症の診断が可能と考えら

れた．

　C端アッセイとの比較では腎不全例と悪性腫瘍

に伴う高カルシウム血症を除いてほぼ良好な相関

を得たが，C端アッセイの測定値はIntact　PTH

の値の約10倍であり，Intact　PTHとCフラグメ

ントの比は副甲状腺機能充進症例でやや高く，腎

不全例は低かった．このことは，健常人，とりわ

け，腎不全例では従来のC端アッセイによる測

定値の大部分がやはりCフラグメントを反映し

ていることを示しており，C端アッセイという名

にふさわしいと思われた．

　健常人のIntact　PTHの値が測定できたという

こと，また腎機能の影響を全く除去できるアッセ

ィができたということ，このことにより高カルシ

ゥム血症の鑑別がより完壁になったことなど，本

アッセイキットの臨床的価値は計りしれない．今

後，本アッセイにより，より正確な副甲状腺機能

の評価がなされるものと期待される．

VL　結　　語

　ニコルス（Mediphysics）Intact　PTHキットを使

用し，きわめて良好な成績を得た．
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