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Lはじめに
　血中甲状腺ホルモンの大部分は血清蛋白と結合

して存在し，ごく一部の遊離甲状腺ホルモンが末

梢での代謝に関与すると考えられている．とりわ

けT4結合グロブリン（TBG）を主とする血中のホ

ルモン結合蛋白の変動や結合阻害物質の存在する

場合には，この遊離甲状腺ホルモンの測定が甲状

腺機能の評価に重要であることが知られている．

　従来，遊離甲状腺ホルモンの測定法として，平

衡透析法1～3），限外濾過法4），ゲル濾過法5・6）などが

用いられ，また近年に至ってラジオイムノアッセ

イ（RIA）による測定法が種々開発されている7“’11）．

　平衡透析法は血中のホルモン結合蛋白の変動，

結合阻害物質の存在などがある場合にも，遊離サ

イロキシン（Free　T4）が正確に測定できる標準の

方法である．今回著者らは，キット化により操作
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の簡便となった平衡透析法を用いるFree　T4　RIA

キットを試用する機会を得，その基礎的検討を行

うとともに臨床的有用性について検討した．

II．測定原理

　本法はFree　T4測定の標準法である平衡透析法

にRIAによるT4の測定を組み合わせたものであ

る12・13）．すなわち検体血清を希釈することなく平

衡透析を行い，T4結合蛋白，蛋白結合T4とFree

T4を分離した後，その外液中のFree　T4を固相

化抗体を用いるRIAにて直接測定する方法であ

る14）．再利用可能でユニークな平衡透析用のセル

の開発により平衡透析が簡便となったこと，透析

外液中の微量のFree　T4の測定を可能とする高感

度の固相化T4　RIAの開発が特徴である．

III．測定方法

　測定方法の概要をFig．1に示した．平衡透析は

再利用が可能なキットに添付されている透析セル

を用いて行う．これは透析外液を入れる透析バイ

　Key　words：Fr㏄Thyroxine，　Equilibrium　dialysis，

Radioimmunoassay．
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アルに分子量12，000から14，000のカットオフ値

の透析膜を有するメンブランシリンダーが装着で

きるようになっている．

　1．透析操作

　1）透析緩衝液2．4mlを透析バイアルの中にピ

ペッティングし，メンブランシリンダーをバイア

ルの中に装着する．

　2）検体血清200μ1をシリンダー内にピペッテ

ィングする．

　3）37°Cで16－18時間インキュベーションす

る．

　2．RIA操作

　1）抗T4抗体固相チューブに透析外液800　n1

を加える．

2）抗体チューブに1251－T4溶液を50μ1添加す

る．

　3）37°Cで3時間インキュベーションする．

　4）反応終了後，反応液を吸引除去する．さら

に2mlの洗浄液で2回抗体チューブを洗浄する．

　5）抗体チューブの放射能を測定する．

　6）標準T4について得られた放射能よりB／Bo

を縦軸に，対応するFree　T4濃度を横軸にプロッ

トして標準曲線を作成し，検体のB／BoからT4値

を読み取る．

IV・実験方法および対象

　本測定法に対する基礎的検討として透析時間，

透析検体量の影響，透析検体の希釈の影響，T4

測定RIAインキュベーション温度および時間の

1．Dialysis　Procedure

酬
2．RIA　Procedure

Dialysate

n； 1－T，

800pl

50μ1

　　　　　　　　　　　　　　　　　37℃
　　　　　　　　　　　　　　　　　3hours
　　　　　37℃　　　　　　　　　　　　　　Aspiration
　　　　　　16hours　　　　　　　　　　　　　　Wash　twice
　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　Dia｜ysate　　　　　　　　　　　　　　　　　　Count

Fig．1　Assay　protocol　of　free　T4　RIA　by　equilibrium

　　　dialysis．

影響，希釈試験，回収率，交差反応と最小検出感

度，再現性，アルブミン添加の影響を検討した．

　臨床的有用性については健常者28例，甲状腺

機能充進症42例，甲状腺機能低下症19例，肝硬

変症5例，慢性腎不全9例，健常妊婦31例，TBG

減少症2例，抗T4抗体を有する患者5例の計141

例の血中FT4を測定し，甲状腺機能との関連を検

討した．またこのうち42例についてスパックT4

RIAキット（第一ラジオアイソトープ研究所）を

用いて測定した総T4濃度とトリオソルブーS（ダイ

ナボット社）によるT3摂取率測定値を乗じてFT　4

1ndex（FT41）を求め，本測定法によるFT4値と

の相関を検討した．さらに67症例では，アマシ

ャム社のアマレックスーMFT4　RIAキットによる

FT　4測定値と比較した．

Ve結　　果

　1．基礎的検討の成績

　1）　透析時間の検討

　透析時間および温度を変化させて測定値におよ

ぼす影響を検討した．4，25°CではFT4測定値は

低値を示したが，生理的温度である37°Cでは16

時間以降48時間までほぼ一定のFT4値を示した
（Fig．2）．

　2）　透析検体量の検討

　FT　4濃度が低値，正常値および高値の3血清に

ついて透析血清量を1∞より800　Ptlまで変化さ
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－
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　　　　3　6　　　　　　　16　　　　 24　　　　　　　　　　　　　　　　　　48

　　　　　　　　Dialyzation　time　（hours）

Fig．2　Effect　of　dialysis　time　and　temperature　on

　　　free　T4　concentration．
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Fig．3　Effect　of　sample　serum　volume　on　free　T4
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Fig．4　Effect　of　dilution　of　sample　serum　oll　free　T4
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Effect　of　incubation　temperature　and　time　of　dialysate　free　T4　RIA　on　the　stand－

ard　curve．

せて測定値におよぼす影響を検討した（Fig．3）．

検体量が100　P1ではFT4値が高値の血清で軽度

の測定値の上昇を認めたが，それ以外のいずれの

血清量でもほぼ一定の値を示した．

　3）　透析検体の希釈の影響

　血清をT4ゼロ標準液で16倍まで希釈して平

衡透析を行い，その結果をFig．4に示した．いず

れの検体も16倍までの希釈内で，FT　4測定値は

最大23．6％の変動にとどまった．

　4）透析外液中のFT4測定用RIAのインキュ

　　ベーション温度

　インキュベーション時間を3時間として，イン

キュベーション温度を4°C，25°Cおよび37°Cと

変化させたときの標準曲線の変化をFig．5に示し

た．4°Cでは標準曲線の勾配が緩やかであり，

25°Cおよび規定の37°Cで感度のよい標準曲線が

得られた．
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　5）透析外液中のFT4測定用RIAのインキュ

　　ベーション時間

　インキュベーション温度を37°Cとして，イン

キュベーション時間を1時間，3時間，6時間と

した時の標準曲線の変化をFig．5に示した．1時

間では結合パーセントが低かったが，3時間，6

時間では結合パーセントは充分で，その低下率も

良好であり，規定の3時間で感度のよい標準曲線

が得られた．
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Fig．6　Effect　of　dilution　of　dialysate　on　free　T4　con－

　　　centratlon．

　6）　透析外液の希釈試験

　種々のFT4濃度の血清より得た透析外液をT4

ゼロ標準液で16倍まで希釈した結果をFig・6に

示した．いずれの検体においても良好な希釈直線

性が得られた．

　7）透析外液中のFT4測定用RIAの回収試験

　4種の濃度の透析外液にT4標準液の2倍希釈

液を順次等量混合して求めた回収試験の成績を

Table　1に示した．回収率は73．3から134．7％で

あり，その平均回収率は92．9土17．6％であった．

　8）透析外液中のFr4測定用RIAの交差反応

　アッセイ系にT4ゼロ標準液に溶解したLT3
（1～10，000ng／dl），　MIT，　DIT（100～10，000　ng／dl）

を添加して標識T4の結合に及ぼす影響を検討し

た．特異結合の50％抑制を示す濃度より交差反

応を計算すると，L－T3とは2．2％，　MIT，　DITと

は0．01％以下の交差反応しかなかった．またアマ

レックスーMFT4の測定系でL－T4（100～100，000

ng／dl）を測定し，本キットで測定した場合と比較

した結果，本キットに使用されている抗体は特異

結合の50％抑制を示す濃度で約2，800倍高感度

であった（Fig．7）．

　また，FT　4ゼロ濃度の標準液との有意差検定よ

り求めたFT4濃度の最小検出感度は0．125　n9／dl

であった（p＜0．05，n＝6，　Student’s　t－test）．

Table　l　Recovery　test

Added　T4　concentration

0．00 0．30 0．75 2．10 5．00

Measured
Recovered

％Recovery

0．60 0．82

0．22

73．3

　1．61

　1．01

134．7

　3．03

　2．43

115．7

5．48

4．88

97．6

Measured
Recovered

％Recovery

0．88 1．13

0．25

83．3

1．43

0．55

73．3

2．76

1．88

89．5

5．55

4．67

93．4

Measured
Recovered

％Recovery

2．46 2．73

0．27

90．0

　3．31

　0．85

113．3

4．03

1．57

74．8

6．78

4．32

86．4

Measured
Recovered

％Recovery

3．64 3．89

0．25

83．3

4．25

0．61

81．3

5．39

1．75

83．3

　9．25

　5．61

112．2

Mean土SD　92．9±17．6

Presented by Medical*Online



平衡透析法を用いた血中遊離サイロキシン濃度測定ラジオイムノアッセイキットの検討 1217

B〆Bo
（％）

100

05

⑰
⊂
コ

o
oo

　　　　　　　01　　　　　1　　　　　10　　　　　100　　　　1．000　　　10，　OOO　　　leO，　OOO

　　　　　　　　　　　　　　　　（ng／dl）

Fig．7　Sensitivity　of　dialysate　free　T4　RIA　and　cross－activity．●：Dose・inhibition　curve

　　　in　Amerlex－M　FT4　RIA　system．

Table　2　Reproducibility

Intra－assay Inter．assay

1 2 1 2

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

1．31

1．29

1．22

1．35

1．52

154
1．41

1．39

1．54

1．39

2．75

2．72

2．69

2．87

2．85

2．80

2．77

2．53

2．69

2．64

1．01

1．47

1．46

1．57

1．48

1．33

1．33

2．87

3．20

2．90

3．55

2．67

2．75

2．23

N　　　　　　10

Mean　　　1．40
SD　　　　　O．ll

CV（％）　　7．9

10

2．73

0．10

3．7

　7
1．38

0．18

13．0

　7
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Fig．8　Effect　of　serum　albumin　addition　on　serum

　　　free　T4　concentration．

　9）再現性
　濃度の異なる2種の血清について同一アッセイ

内で10回，異なったアッセイで7回，それぞれ

測定を繰り返したときの再現性をTable　2に示し

た．同一アッセイ内での変動係数は3．7，7・9％で

あり，異なるアッセイでの変動係数は13．0，14．6％

であった．

　10）アルブミン添加の影響

　血清アルブミン濃度が低値の血清に精製ヒト血

清アルブミン（Sigma，　A8763）を1～49／dl添加し

て平衡透析を行いFT　4濃度を測定した．血清アル

ブミンの添加によっても血清測定値に有意の変動

はなかった（Fig．8）．

　2．臨床的検討の成績

　1）健常者および各種疾患患者におけるFT4測

　　定成績

　臨床例におけるFT4濃度の測定成績をFig．9

に示した．健常者のFT4濃度は0．97から1・76

ng／dlに分布し，平均濃度は1．35土0．22（SD）ng／dl

であった．正常域として平均土2SDをとると

0．91～1．79ng／dlであった．

　甲状腺機能充進症42例では2．26～11．2ng／dl以

上に分布し全例が高値を示した．一方，甲状腺機

能低下症19例では0．23～0．90ng／dtに分布し全例

が低値を示し，いずれも正常域との重なりは認め

られなかった．

　肝硬変症では0．64～1．10ng／d～に分布し，正常
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　Free　T4　concentration　　（ng／dl）
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8
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Fig．9　Serum　free　T4　concentration　in　various　physiological　and　pathological　conditions．

（ng／dl）

　10

（
ω
一
皇
O
一
Z
）
．
O
．
山
言
声
」

8

6

4

2 　　■
亀冷ω◆◆

▲

▲

▲

▲

▲

：1；馴盟竺

：㌫
◆　　pregnancy

　　　0
　　　0　　　　　2　　　　　4　　　　　6　　　　　8

　　　　　　　FT4　index
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　　　　dialysis　RIA　kit．

域からやや低値域であった．慢性腎不全の9例で

は0．81～2．38ng／dlとわずかな低値域より高値域

と広い範囲に分布した．

　妊婦では0．42～1．37ng／dlに分布し正常域から

低値域に分布した．妊娠第2期，第3期では第1

期よりも有意にFT4値は低値であった（p〈0・05，

p＜0．01）．

　TBG減少症の2症例では，1．36　ng／dl，1．40　ng／

d～と正常域であった．

　抗T4抗体を有する5症例では，4例が正常範

囲に分布し，1例がやや低値を示した．

　2）FT41との関係

　42例の患者について総T4濃度およびT3摂取

率を測定してFT41を算出し，　FT4値とFT41と

の関係をFig．10に示した．両者の間にはr＝0．897

と有意の正の相関が認められた（p〈0．001）．しか

し妊婦症例では，FT41が高値を示す傾向が認め

られた．

　3）アマレックスーMFT4測定キットによる測

　　定値との比較

　アマレックスーM　FT4測定キットを用いて測定

した114例において両者のFT4測定値を比較検

討した．Fig．11に示したように，抗T4抗体を有

する症例では，アマレックスーMFT4キットで高
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値となり両者に解離が認められた．しかし，これ

らの症例をのぞくと両者の間にはr＝0．946と有

意の正の相関が認められた（p＜0．001）．しかし，

回帰直線はY＝1．218X－0．137となり，本キット

による測定値はアマレックスーMFT4による測定

値と比べごく低値域では低い値を示すが，正常域

以上においては高い値となる傾向が認められた．

VL　考　　察

　血中のFT　4はきわめて微量で，大量の蛋白結

合型T4と平衡関係を保って存在している．近年

に至ってFT　4のRIA法による直接測定法が種々

開発されている7”’11）．しかし，アッセイ系内に直

接または間接に高親和性の抗T4抗体が共存して

いるため，血清結合蛋白よりT4が遊離する，す

なわちFT4と結合蛋白の生理的な平衡関係が乱

されるという問題があった．そのため常に生理的

な遊離ホルモンが測定できているのかという疑問

が残った．

　平衡透析法は血中のホルモン結合蛋白の変動，

結合阻害物質の存在などがある場合にも，FT4を

正確に測定できる標準法として確立された方法で

ある1“’3）．本キットで用いられているのは，Jiang

ら12），Yeoら13）によって開発された方法で，平衡

透析を行い，その外液中のT4をRIAによって測

定する方法である．従来より平衡透析操作は手技

が煩雑とされてきたが，本キットでは独自の透析

セルの開発によって，平衡透析操作が簡便化さ

れている．また高感度のT4　RIAの開発により，

FT4測定の標準法である平衡透析法をキット化す

ることを可能にしている14）．

　測定法に関する基礎的検討では，まず透析時間，

温度の検討をした．4，25°CではFT4測定値が低

値を示したが，これはT4と結合蛋白の可逆平衡

が，生理的温度である37°Cとは異なっているこ

とを示すものである．37°Cでの透析では，16時

間以上でほぼ一定のFT4測定値を示した．このこ

とは，透析条件は37°Cで16時間以上であれば

十分であることを示し，従来の平衡透析法の条件

とも一致するものである1－3）．
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　異なる検体血清量または検体血清を希釈した

FT4測定値はほぼ一定であった．このことは，本

キットで測定されたFT4値が血中T4と血中結合

蛋白間の質量作用の法則に従ったものであること

を示している．標識T4を用いるSterlingら1）の

方法では検体の希釈で％FT4値の低下が報告さ

れている15’16）．われわれのデータはこれらと異な

り，FT4値の低下をほとんど認めなかった．その理

由は明らかではないが，本キットでは直接に透析

外液中のFT4値の測定を行っているため，％FT4

値を求めるときのような遊離の放射性ヨード混入

の影響を避け得ることや，希釈液のイオン濃度な

どの条件が異なることによるものと推察できる．

　透析された遊離T4濃度を測定するRIAの検討

で，インキュベーション温度および時間について

は，4°Cおよび1時間の反応では結合パーセント

が低かったが，25°C，37°Cおよび3時間，6時間

では標準曲線にほとんど差はなく，キット規定の

37°C，3時間の反応で十分であった．

　このRIAの希釈試験は満足するものであった

が，回収試験はばらつきが大きかった．この理由

は，透析外液中のごく微量のFT4濃度を測定す

るRIA系であるためと考えられた．

　交差試験でRIAに用いられている抗T4抗体

は，T3との間に2．2％の交差反応性が認められ

たが，健常者においてFT3濃度はFT4濃度の約

13％に相当し17），臨床上は問題にならないと考え

られた．抗T4抗体と検体血清が同一アッセイ系

に共存するアマレックスーMFT4キットで用いら

れている抗T4抗体に比し，本キットに使用され

ている抗体は約2，800倍高感度で，このことが平

衡透析外液中の微量のT4を測定するRIAを可能

にしたと考えられた．最小検出感度も良好で，再

現性ではやや変動係数が大きかったが，これは主

として透析操作による影響と考えられた．

　ヒト血清アルブミンを検体血清に添加しても

FT4測定値にはほとんど影響がなかった．このこ

とは，このキットが血清アルブミン濃度に左右さ

れない測定法であることを示す成績である．

　そこで臨床例についてFT　4値を測定し，その妥
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当性について検討した．

　健常者におけるFT4濃度は1．35土0．22（SD）ng／

dlで，正常域は0．91～1．79　ng／d1であった．同一

の健常者28例の血清にっいてアマレックス・M

FT4キットで求めたFT4濃度は1．36土0．18ng／d1

で正常域は1．Ol～1．72　ng／d1であったことから，

ほぼ妥当な正常域を示すと考えられる．

　甲状腺機能fi進症では全例が高値を示し，甲状

腺機能低下症では全例が低値で，いずれも健常者

との重なりは全くみられなかった．

　肝硬変症では正常から低値域に分布した．肝硬

変ではT4からT3へのconversionの低下，　TBG

結合阻害物質の存在などにより，％free　T4の増

加があるため，FT　4が上昇していると報告されて

いる18・19）．この成績は，われわれの結果と一致し

ないが，おそらく肝硬変の程度の相違によるもの

と考えられる．

　腎不全ではFT4は正常から低下傾向を示すと

報告されている17・20）．われわれの成績では比較的

高値の2例を除いてこれと同様の分布を示した．

しかし腎不全では，種々の代謝産物の蓄積により

T4結合を阻害することが考えられ，その程度に

よって，FT4値が高値を取りうると考えられる．

　健常妊婦においては，FT　4が妊娠中正常レベル

を保っていると考えられてきたが21），妊娠後期に

は，わずかであるがFT4が低下していることを

支持する成績もある22）．本キットでも同様の成績

であった．このことは，妊娠の後期にはFT　4その

ものが低下していることを支持する成績である．

　肝硬変症，腎不全，健常妊婦でのFT　4低下が甲

状腺機能低下症を意味するかを確かめるために血

中TSH濃度の測定を行ったが，いずれの症例も

TSH濃度は正常域内に分布し，甲状腺機能は正常

と考えられた．またFT4値とTSH濃度との間に

も有意の相関はなかった．

　TBG減少症ではいずれの症例もFT4測定値は

正常域にあり，遊離ホルモンを正確に測定できて

いると考えられた．

　抗T4抗体を有する症例では，1例を除き正常

範囲内に分布した．FT4が正常域にある症例の血

清TSHは正常域であり，　FT4値が低値であった

症例のTSH濃度は軽度上昇していた．したがっ

て，抗T4抗体を有する症例においても，遊離ホ

ルモンを正確に測定できていると考えられた．こ

れらの5症例のFT　4を，アマレックスFT4キッ

トを用いて測定した場合には，いずれも10．7ng／

dl以上の高値を示していた．

　T4とT3摂取率より求めたFT41とFT4値と
は有意の相関があったが，妊娠症例では解離が認

められた．その原因としては，FT41ではT3摂

取率測定レンジの制約のため，TBG増加の補正

が十分にできないためと考えられる．

　アマレックスFT4キットを用いて測定した値

との比較では，前述の抗FT　4抗体を有する症例で

解離する以外は良好な正の相関関係があった．

VII．結　　論

　キット化により操作の簡便となった平衡透析法

を用いるFree　T4　RIAキットを試用し，その基礎

的，臨床的検討を行い，以下の成績を得た．

　1）平衡透析は規定の37°Cで16時間以上で十

分で，透析検体量，透析検体の希釈の検討より，

本キットで質量作用の法則に従ったFT4値が測

定できていると考えられた．

　2）透析外液中のT4測定用RIAのインキュベ

ー ション温度，時間の検討で，規定の37°C，3時

間で良好な標準曲線が得られた．このRIAの希

釈試験は満足すべきものであったが，回収試験は

ややばらつきが大きかった．抗体の特異性，最小

検出感度は良好であった．

　3）検体血清にアルブミンを添加しても，FT4

測定値にはほとんど変化はなく，血清アルブミン

濃度に影響をうけにくい測定法と考えられた．再

現性ではやや変動係数が大きかった．

　4）健常者のFT4値は1．35土0．22（SD）ng／dtで，

甲状腺機能充進症患者，甲状腺機能低下症患者に

おける測定値との重なりは全く認められなかった．

　5）　肝硬変症では正常域からやや低値域に，慢

性腎不全ではわずかな低値域より高値域に分布し

た．妊婦では正常域から低値域に分布し，妊娠第
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2期，第3期では有意に低値であった．TBG減

少症では正常域であった．抗T4抗体を有する症

例では，正常範囲およびやや低値を示した．

　　6）本キットによるFT　4測定値は，　T4とT3摂

取率より求めたFT41値およびアマレックスーM

FT4キットを用いて測定したFT4値との間に良

好な正の相関関係を示した．

　おわりに本キットを提供していただいた日本メジフィ

ジックス株式会社に深謝いたします．
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