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《使用経験》

二抗体法HTSHキットを用いた室温

短時間インキュベーション法の検討
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緒　　言

　血中甲状腺刺激ホルモン（TSH）の測定にラジ

オイムノアヅセイが導入され，各種疾患異常時に

おけるTSH濃度がかなりの精度及び感度をもっ

て測定可能となった．さらに最近では脳下垂体前

葉のTSH分泌細胞を刺激するより高位（間脳な

ど）から分泌されるTSH放出ホルモン（TRH）

が合成され，TRH試験として広く臨床的に応用

されるに至り，甲状腺疾患はもとより，下垂体及

び間脳等の疾患異常の診療上にTSH測定の占め

る意義は極めて大となり，ルチンの三nvitro　RI

検査として主要なものの一つに数えられる2）．

　さて，TSHのラジオイムノアッセイには一般に

精度の優れる二抗体法が用いられ，本邦では既に

第一ラジオアイソトープ研究所よりTSHキット

「第一」が市販され，広く用いられている．この

キットは最近改良が進み，優れた精度とともに感

度も著しい上昇を示している1）．但し，規定の方

法は5日間の長いインキュベーションを要し3），

簡便性に欠ける難点がある．

　優れたルチソ検査には精度・感度の良いことは

必然であるが，それとともになるべく簡便である

ことが望まれる．従来より著老らはこの面に注目

し，感度及び簡便性に優れるプラスティックカッ

プを用いる固相法を開発し4），また市販のキット

を用いてはその感度を上昇させるために1251－HT

SHを遅れて添加する方法（delayed　addition）を

採用する5）などの検討を行って来た．

　今回，最近のキットの改良に応じ，二抗体法で

のインキュベーショソ時間短縮の可能性につき若

干の検討を加えた結果，20数時間で充分満足出来

る成績がえられることを認めたので，その成績を

報告し，多くの利用に資したい．なお，実験方法

・ 成績を示すに先立ち，その動機となったTSH

キット「第一」の測定経験について述べる．
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TSHキット「第一」のBso値の変動

　ラジオイムノアッセイの感度の表現には，（1）最

小検出閾値と（2）結合カウソトが非標識抗原の添加

によって下降して丁度B。（抗原非満加時のカウン

ト数）の1／2になった点（B5。）の抗原量が用いら

れているが，後者がより信頼度が高い2）．

　著者らは47年12月よりTSHのルチン検査に第

一ラジオアイソトープ研究所のキットを用いてお

り，標準物質と共に未治療バセドウ病患者血清を

添加する以外おおむね規定の方法によって測定を

行っている5＞．図1は最近・までのキットによるB5。

値の変動及び本年1月以降使用開始したコントロ

ール血清の測定値の変動を示す．使用開始時のキ

ットは感度が不十分であり，B5。値は60～100μU／
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図1TSHキット「第一」のB50値及びコントロール血清測定値の経時的変動

mlを示した．昨年5月から既報の如く1251－TSH

を遅れて添加するdelayed　additionを応用し5），所

要時間は1日延長したが，感度は約3倍に上昇し

た．途中delayed　additionを怠った際にはB5。は

元に復し，以後ほぼ安定した測定が続いた．途中

48年11月に突然感度が一過性に不良となったが，

これはキット製品の状態が好ましくなかったこと

による．キットには種々の改良が試みられ，図に

明らかな如く，本年に入ってよりB5。値の急激な

下降がみられ，さらに，本年4月試薬として凍結

乾燥品が用いられるに及び，一段と感度が上昇し

た．これと共にコントロール血清の測定値にも若

干の低下がみられ，また，測定域が狭くなって

TRH試験の試料測定に不都合を来たしたので，6

月からはdelayed　additionを中止して規定の第1

反応4日，第2反応1日に戻し，B5。は15～20，

コソトロール血清10～15μU／m1とほぼ安定した

良好な測定が行なわれている．この様なキット

の改良が以下の簡便法検討を意図する動機となっ

た．

検討方法

　TSHキット「第一」を用いて，標準物質のキャ

リヤー蛋白として未治療かつTRH試験無反応の

バセドウ患者プール血清を添加して測定を行なっ

た．その他の点に関しては，以下に述べる検討事

項以外，緩衝液，1251－HTSH，第1抗体及び第2

抗体の濃度及び量，インキュベーション液量など

全て規定の方法に従った3）．

　インキュベーションの時間及び温度について第

1反応，第2反応のそれぞれへの影響を観察し

た．さらに4週までに至る影響，キャリヤー蛋白

の影響，原発性甲状腺機能低下症患者血清の希釈

曲線などについての検討を行い，原法と短時間法

の同一試料測定成績を比較した．
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検討成績並びに考按

　1）4°Cにおけるインキュベーション時

　　間の検討

　図2は4°Cにおいてインキュベーショソ

時間を規定の第1反応4日，第2反応1日

から短縮した場合の標準曲線を結合カウン

トで示したものである．第2反応を1日と

した場合，第1反応時間の短縮によって結

合カウソトは著明に低下し，B。は48時間で

78％，24時間で60％を示した．更に第1反

応20時間，第2反応6時間の成績は24時間，

24時間に比してさらに低く，従って，4°C

では短縮しても第1反応48時間，第2反応

24時間が精一杯と判断された．なお，B／B。

％の比較では時間の短縮によって著差はみ

られなかったが，カウソト数の減少は精度

を損うことが必然である．

　2）25°Cにおけるインキュベーションの

　　検討

　図3は25°Cの水槽中でインキュベーシ

ョンを行なった場合の成績を示す．第1反

応20時間と6時間の比較では結合カウント

に大きな差異が認められた．一方，第1反

応20時間において第2反応を3時間と6時

間で比較した場合，両標準曲線には殆んど

差異が認められなかった．さらに，第1反

応6時間で第2反応を6時間と24時間とし

た場合の比較においても結合カウントには
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図24°Cインキュベーショソ時の第1反応，第2
　　反応時間短縮による結合カウソト数の変化

誓2000

ε

ξ　　・、苦＿一一拓＼

§　　’一一・e一こ
茎，。。。

大差がなかった．従って，第1反応は長い方が望

ましいが，第2反応は25°Cでは短時間で十分進

行すると考えられた．これらの成績から25°Cで

の時間短縮の可能性を認め，一一応短時間法として

第1反応20時間，第2反応6時間を採用して検討

した．

　図4は原法と短時間法の標準曲線、をB／B。％及

び結合カウソトの両者で示したものである．カウ

ソト上は短時間法は原法の約80％に減少を示した

が，B／B。％においては両方法ともに0．05μUが

検出可能で，B5。値の比較では僅かに短時間法が

こ＼さ
Nミ1

iL・，L，一一一一・一・－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
　　　　　　　　　　　　　　Added　TSH　（μU）

図325°Cインキュベーション時の第1反応，第
　　　2反応時間短縮による結合カウントの変化

大きい傾向を認めた．従って短時間法は感度，精

度ともに僅かではあるが原法に劣るが，その差異

は僅少であり，実際の測定上殆んど問題にならな

い程度である．

　3）インキュベーションダメージの観察

　1251－HTSHのみならず一般に標識ホルモソは安

定性が乏しく，長時間の保存やイソキュベーショ

ソ，ないし高温の下では容易に変性をおこしう

る．

　表1は原法と短時間法について，一つのキット

を入手直後から4週後まで保存した場合のB。カ
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ウソト，B5。値及びブラソク値の変動を観
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100
察した成績を示す．両法とも保存によりB。

カウソトの低下が明らかであり4週後にお
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B％　6000
いてはともに約70％にまで下ったが，両者　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c。unt，

間に差異はみられなかった．一九B5。値　　　　　、w　　　　　　　　　　　　　c：三

については，原法では殆んど差がみられ一だ　墓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ii）

灘≧隠㌻竺i　　　　　　l
高度になれぽ変性物質は沈澱しブランク値　岳
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9

ご∴㌶＜㌫㌶㌶：巖　　　　　1ボ＼　3°°°　9
法では著差を認めなかった．以上の検討か

ら短時間における高温でのイソキュベーシ　　　　　　　　　　　　　　　　　　〉＼、

ヨンは少なくともイソキュベーショソダメ

ー ジを助長することはないと判断された．

　4）キャリヤー蛋白の影響

　極めて低濃度の抗原抗体反応を利用する　　　　　　　　　　　　　　Add，d　TSH（μU）

ラジオイムノアッセイ系では測定系内の蛋

白の量及び質がその反応に影響しうる．こ　　　　図4原法と短時間法における標準曲線の比較

とに人血清には一般に阻害性が認められ

る6）．著者らは原法においても未治療バセ

ドウ血清を標準系に添加し，この非特異的

阻害の影響の除外を意図している5）が，図
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Graves　　　　erum
5は原法と短時間法におけるキャリヤーの　　　5000　　　　　　　　　　　　　　6iC㌫esc．：：・um

鞍鱒i麟諜1－　＼｝一三三㌫
あるが認・b・t・・従って低TSHレベルの正§

璽：娯㌻三㌫竃霊芸㌶’§3°°°

リー血清とは云ktSL・rb・も繊いカ：，正量2。。。　　＼＼＼

常人血清に比してTSHがはるかに低いこ

とはTRH試験からも明らかであり，現在

のTSHイムノアッセイの感度からは問題　　　1000

にならない低レベルであり，入手も容易で

あり理想的なキャリヤーと考える6）．　　　　　　0．050．1　　　0．5　1　　　　5　to

　原発性甲状腺機能低下症患者血清をバセ　　　　　　　　　　　　　Added　TSH（μU）

ドウ病プール血清で3倍希釈系列を作成し　　　　図5原法と短時間法におけるバセドウ血清添加

測定したが，この希釈曲線は両法において　　　　　　　の影響及び高TSH血清の希釈曲線

バセドウ血清添加時の標準曲線と良く平行
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　表1原法と短時間法におけるキット保存による
　　　　変性の観察成績

　　　Storage　Bo　Counts　B－50　TSH　Backgro皿d

　　　　O　　　　　　　3635　　　　　16．5　　　　　　200counts

　　　　1　　　　　　　3295　　　　　15．5　　　　　　245

Regula「2　2891　1砧　260
　　　　4w　　　2523　　　15μU／m1　273

　　　　0
　　　　1Short
　　　　2

　　　　4

2823

2379

2086

1996

18

17．5

20

20

214

249

229

249

した．従って短時間法においてもバセドウ血清の

標準系への添加が望ましいと考える．

　5）原法と短時間法の測定値の比較

　各種甲状腺疾患患者33例について両法でTSH

濃度を測定した．図6に示す如く，測定下限（1μU／

ml）から上限（250μU／ml）に至る全範囲を通じて

両法による測定値は極めて良好な一致を示し，相

関係数は0．93であり，対象軸or＝エに対して一方

にズレる傾向は認められなかった．但し，低TSH

レベルにおいて原法で下限以下の若干例に短時間

法で2．　2PtU／mlまでの値が認められ，感度が僅か

に劣ることによるものと考えられた．

総括並びに結論

　TSHキット「第一」を用いてそのインキュベー

ショソ時間の短縮による簡便化を検討した．

　4°Cでは時間短縮による結合カウントの低下が

著明であったが，25°Cにおいては第1反応20時間

第2反応6時間で原法の80％のカウソトが得られ

た．この短時間法の最少検出TSH濃度は0．5～1

μU／mlで原法と変らず，　B5。値は15～20μU／ml

で原法に比し3～5μU／m1高いが，高温によるイ

ソキュベーションダメージの懸念は否定された．

キャリヤー蛋白としてのバセドウ病患者血清は原

法同様短時間法にも添加が望まれ，バセドウ患者

血清による高TSH血清の希釈曲線も良く標準曲

線と平行した．原法と短時間法の測定成績は33例
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図6　原法と短時間法による各種甲状腺疾患者

　　血中TSH濃度測定の成績の相関関係

の患者血清で相関係数0．93と極めて良好な成績を

示し，対象軸からのズレもなく良く一致した．

　以上から短時間法は原法の優れた精度及び感度

を損うことが少なく，ルチン検査として有用であ

ると結論した．本簡便法によれば，第1日目午前

中に測定を開始し正午頃にインキュベーションに

入れぽ，翌朝第2反応が開始出来，その午後には

遠沈によるB／F分離が可能であり，測定の能率化

の面で極めて有用である云える．

　稿を終るに際し，検討用キットを御提供下さった第一

ラジオアイソトープ研究所に深謝する．

　本論文の要旨は第22回日本内分泌学会西部々会総会

（昭和49年10月，徳島）において発表した1）．
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