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コンスルT3　RIAによる血中トリヨードサイロニンの測定

Studies　on　the　Measurement　of　Serum　Triiodothyronine　with“KONSUL　T3　TIA”Kit
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緒　　言

　血中甲状腺ホルモンの測定は，近年，ラジオア

ッセイの開発により著しい進歩をとげたが，トリ

ヨードサイロニン（T3）はその血中濃度が低いこ

と，サイnキシン（T4）とT3の完全な分離が困

難で，また，繁雑な操作を要し，また，その間に

T4よりT3への転換がおこること1・2）などのため

competitive　protein－binding　assay（CPBA）2・3）によ

っても測定上の問題点があった．最近，T3に特

異的な抗体が作製され4・5），また，T3と結合蛋白

との結合を阻害する物質を用いることにより抽出

操作が不要となり，簡便でしかも少量の血清で測

定されるラジオイムノアッセイ（RIA）が開発され

るに至り5”’9），広く臨床に用いられている．

　今回，結合阻害物質にANSを用い，また，

boundおよびfree　fractionの分離（BF分離）に固

相法を用いたMicromedic社発売のコンスルT3

RIAを使用する機会を得たので，その基礎的，臨

床的検討の成績を報告する．

測　定　法

本キットには，抗T3家兎血清で内壁を処理し
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たpolypropylene測定tubeが含まれており，標

識T3と患者血清中のT3あるいは標準血清中の

T3とはインクベーション中にこのtube内で壁面

にcoatingされた抗体のbinding　siteを競合する．

従って，BFの分離は，単にtube内全液の吸引と

洗浄のみで可能である．また，bufferにはANS

が含まれており，TBGのT3結合を阻害する．

　本キットには，上記disposableの測定tube，

1251－T3　tracer　solution，　buffer（pH　8．6）のほか，標

準血清（凍結乾燥）O，　O．5，1．0，1・5，2・0，4・0，6・O　n9／

m1（以下T3濃度をng／dlで表わす）および正常，

異常（高値）のコントロール血清（凍結乾燥）が含ま

れている．試薬の調整として，1251－T3　tracer

solutionとbuffer　solutionを混合し，また，標準

およびコントロール血清をそれぞれ5m1の蒸留

水で溶解する．

　以下キットの使用書10）に記載された測定法を

記す．

　（1）標準血清，コントロール血清および患者血

清の50μ1を測定用tubeにとる．

　（2）各tubeにbufferで稀釈された1251－T3

tracer　solutionを1000μ1分注する．

　（3）37°Cで90分インクベーションする．

　（4）各tubeの内液を吸引除去する．

　（5）蒸留水1．3～1．5　mlにて2回吸引洗浄す

る．
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　（6）well　counterでtube内の放射能を測定す

る．

　（7）横軸に標準T3濃度を対数で，縦軸にB／Bo

（％）（BoはOng／d1濃度の標準血清の結合型の放

射能を，Bは他の標準血清あるいは患者血清の結

合型の放射能を示す）を実数で，または，logit変

換軸にとり標準曲線を作成し，検体のB／Bo（％）

からT3濃度をよみとる．

　標準血清および検体共にすべてdUPlicateで測

定した．試料の測定はAloka製自動ウエル型シ

ンチレーションカウンターにて3分間の計測をし

た．

実験方法ならびに対象

　標準曲線および検体の測定値についての精度，

再現性，感度の算出にはコンスルT4　RIAの検

討21）と同様の方法を用いた．インクベーション時

間の影響は標準曲線に及ぼす影響より検討した．

稀釈試験は甲状腺機能充進症患者血清をOng／d1

濃度の標準血清により稀釈して行なった．回収率

の測定において，T3の添加には標準血清を用い

たが，T3非添加検体（original　serum）にはOng／dl

の標準血清を加えてT3添加検体と血清蛋白量を，

ほぼ，等しくした．抗体の特異性の検討に際して

はT3類似物質を0．1％の人血清アルブミンを含

む0．1NNaOHに種々の濃度に溶解したものを

用い，すべてのtubeにOng／d1の標準血清を50

μ1添加して，B／Bo（％）を測定した．また，この

方法により作成した自家製のT3標準液を用いて，

キットの標準液と比較した．

　臨床的検討において対象とした症例は合計189

例で，未治療甲状腺機能充進症患者16例，治療

中の甲状腺機能充進症患者55例，未治療甲状腺

機能低下症患者6例，治療中の機能低下症患者3

例，慢性甲状腺炎患者9例，結節性甲状腺腫患者

14例，亜急性甲状腺炎患者3例，TBG減少症患

者1例，ネフローゼ症候群患者2例，妊婦7例，

および甲状腺疾患を疑われた他の各種疾患患者43

例を含む．また，正常者は三重大学職員30例を

対象とした．

成　　績

　1）標準曲線とその精度，再現性，感度

　Fig．1は本T3　assay法の標準曲線を示すが，各

点はduplicateで4回異なるassayを行なって得

られた値の平均値とその不偏標準偏差（s）を示す．

Boを100％とした場合，600　ng／d1のBは30％

程度に低下し，良好な標準曲線が得られた．Table

1に各濃度のT3に対するB／Bo（％）の平均値，精

度，再現性，感度を示す．精度は150　ng／dl以下

ではC．V．は2．1％以下，200～600　ng／d1でも3．2

％以下であった．再現性においては150ng／d1以

下ではC．V．10％以下，200～600　ng／dlでは17％

以下であった．感度は150ng／d1以下では15ng／dl，

150～600ng／dlでは30　ng／d1以下であった．

　2）検体のT3濃度測定値の精度および再現性

　甲状腺機能正常者および機能元進症例より得た

100

B／Bo
（％）

50

　10　　：IO　　　　　　　　　　50　　100　150　200　400　600

　　　　　　　Tc。ncen七rati・n（ng／d　1）
　　　　　　　3
Fig．1　T3　assay　standard　curve

　　　　Each　point　represents　the　mean±s（preci－

　　　sion）of　duplicate　determinations　in　4　dif」

　　　ferent　aSSayS．
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Table　l　Analysis　of　four　T3　standard　curves　obtained　from　different　assays　performed

　　　in　duplicate．　Precision　and　reproducibility　express　the　variation　within　each　assay

　　　and　from　assay　to　assay，　respectively．　Sensitivity　expresses　the　least　amount　of　T3

　　　distinguishable　from　the　lower　standards．

49

T3　concentration　B／Bo　Mean
　　（ng／dl）　　　　　　　　　（％）

Precision Reproducibility
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Sensltlvlty
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Table　2　Precision　and　reproducibility　estimated　with　pooled　sera．

　　　　Precision　was　estimated　by　the　analysis　of　12　replicate　determinations　in　a　single

　　　　assay，　whereas　reproducibility　was　estimated　from　three　different　assays　in

　　　　triplicate．

Precision Reproducibility

Samoles No．　of

sampies
Mean±s　　CV（％）
（ng／dl）

No．　of

samples
No．　of　dif－　　Means＋s
fe　rent　assays　　　　（ng／dl）

CV（％）

Pool　l

Pool　2
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2種類のPool血清について，同一assay内で12

回測定した結果より求めた精度は，Table　2に示

すごとく，いずれもC．V．が7．3％以下であった．

また，triplicateで異なる3回のassayで測定し

た場合の再現性は，正常血清でC．V．12．2％，機能

充進症血清で8．9％であった．

　3）インクベーション時間の影響

　インクベーション時間を30分，45分，60分，

90分，120分と変動させて標準曲線に及ぼす影響

を観察した結果をFig．2に示す．いずれのT3濃

度においても，インクベーション時間の延長と共

に，B／Bo（96）は軽度低下の傾向がみられたが，

特に，インクベーション時間の短いほどその傾向

が明らかであった．

　4）稀釈試験
　Fig．3は，3例の甲状腺機能充進症患者より得

た血清をOng／d1のT3標準血清で3／4，1／2，1／4，

1／8に稀釈して求めた稀釈曲線を示す．いずれも，

ほぼ，0点に収敏する直線上に分布した．
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Fig．2　Effect　of　incubation　time　on　standard　curve．
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Table　3　Recovery　study．　Results　are　expressed　as　mean土sof　the　values　obtained　in

　　　　four　replicate　measurements　in　a　single　assay．　Serum　A，　B　and　C　are　taken　from

　　　　normal　subjects，　hypothyroid　and　TBG　deficient　patients，　respectively．

T3　recovered

T3　added
（ng／dl）

Serum　A
（ng／d1）

Serum　B
（ng／d’）

Serum　C
（ng／dり

Mean士s
（ng／d1）

Per　cent　Recovery
　　　（％）
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Fig．3　Effect　of　dilution　on　measured　T3　concentra－

　　　tion．

　5）回収率
　Table　3は，　T3濃度が，それぞれ，90　ng／d1，34

ng／d1，40　ng／d1の甲状腺機能正常者，甲状腺機能

低下症患者，TBG減少症患者の3例の血清に，

それぞれ，50ng／d1，100　ng／d1，200　ng／d1のT3を

添加して，同一assay内で4重測定して求めた回

収量，回収率の平均値および不偏標準偏差を示す．

3種類の血清についての回収率の平均値は50ng／

d1，100　ng／d1，200　ng／d1添加群で，それぞれ，74．2

％，107．3％，105．3％であった．

　6）抗体の特異性

　Ong／dlの標準血清にL－T4＊，3，5－diiodo－L－

thyronine＊＊，　DL－thyronine＊，3，5－diiodo－L－tyro一

sine＊，3－iodo－L－tyrosine＊＊を種々の濃度に添加し

てB／Bo（％）が50％を示す濃度より推定した．

Table　4に示すごとく，　L－T3を100％とした場合

の％cross－reactivityは，L－T4が0．2％，3，5－diiodo－

L－thyronineが0．05％を示したほかは，すべて

0．0005％以下であった．

　＊半井化学特級試薬，＊＊sigma社製

　7）正常者および各種疾患例のT3濃度

　Fig．4に示すごとく，正常者30例の平均値お

よび不偏標準偏差は126±20　ng／d1に分布した．

未治療甲状腺機能充進症患者では，461土222ng／dl

に分布し，正常者に比し，0．1％の危険率で有意

の高値を示した．また，治療中の機能充進症患者

では，162士74ng／dlに分布した．未治療機能低

下症患者では，82土39ng／d1で5％の危険率で

有意の低値を示した．治療中の機能低下症患者で

は，131士34ng／d1，橋本病患者では98土50　ng／d1

で低値を示すものがあり，結節性甲状腺腫患者で

は　118土37ng／d1，亜急性甲状腺炎患者では135

土52　ng／dl，妊婦では157土36　ng／d1で高値の傾

向がみられ，　またネフローゼ症候群患者は53±

41ng／d1に分布し，低値の傾向が推察されたが，

これらはいずれも正常者に比し有意の差を認めな

かった．甲状腺疾患以外の各種疾患においては

Table　4　Cross－reactivity　of　T3　antiserum．

Compound ％Cross－reactivity

3，3’，5－Triiodo－L－thyronine

L－Thyroxine

3，5－Diiodo－Lthyronine

D，Lthyronine
3，5－Diiodo－L－tyrosine

3－lodo－L－tyrosine

100

　0．2

　0．05

　0．0005

＜0．0001

〈0．0001
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Fig．4　Serum　T3　concentration　with　KONSUL　T3　RIA　in　various　physiologic　and

　　　　　pathologic　states
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Fig．5　Correlation　between　serum　T3　values　with　KONSUL　T3　RIA　and　those　with

　　　　　T3　RIA　KIT　II

81±46　ng／dlに分布し0．1％の危険率で有意の低

値を示した．

8）T3　RIAキットIIによるT3値との比較

　Fig．5は対象とした189例のうち正常者10例，

妊婦2例，ネフローゼ症候群患者1例を除く176

例について，コンスルT3　RIAにより測定した

T3値をダイナボットRI研究所発売のT3　RIAキ

ットIIにより測定したT3値と比較した成績を示
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す．両者間の相関係数は0．926と良好で，0．1％

の危険率で有意の相関が認められた．

考　　案

　固相法によるBF分離は，一般に，簡便かつ敏

速で，再現性にもすぐれ，経済的で，自動化にも

適しているlt“14）．特に，本法は内壁を抗T3抗体

でcoatingしたpolypropyleneの測定tubeが用い

られているため，このtube内でインクベーショ

ンを行ない，免疫反応の終了後tube内の全液を

吸引洗浄するのみでBF分離が行なわれ，操作が

単純で他の固相法のように沈殿物を吸上げて誤差

となるおそれもなく，敏速に，正確に測定が可能

となる．本法のBF分離に要する時間は200検

体の処理に1人の測定者で30～40分，2人では20

分で可能であった．

　他の固相法と同様にBoのtotal　countに対する

百分率は3回の異なるassayの平均値および標準

偏差が25．0±2．1％で低値の傾向があったが，

B／Bo％によりplotした標準曲線は安定しており，

その精度はいずれのT3濃度に対してもC．V．が

3．2％以下であり，再現性も150ng／dl以下では

10％以下，200～600ng／d1では17％以下であっ

た．検体の測定値においても精度は7・3％以下，

再現性は12・2％以下で，満足すべき値と思われ

た．最高感度は15n9／d1であり，150　ng／d1まで

変わらず，150ng／dl以上では20～30　ng／dlに軽

度低下した．

　インクベーション時間の変化に伴うB／Bo（％）の

変動を標準曲線により検討した結果，B／Bo％の変

動は僅少であるが，時間の延長と共に軽度低下の

傾向がみられ，この変動はインクベーション時間

の短いほど明らかであった．本法で用いられてい

る90分インクベーション以後は変動が比較的少な

く，適当なインクベーション時間と思われるが，

いずれにしても，インクベーション時間は各assay

間で等しくし，また，各assay内で各測定tube

共等しくすることが望ましいと思われる．本研究

においては，インクベーション時間を90分±1

分に保った．

　稀釈曲線は，原点に収敏する直線を示したが，

この結果は検体の稀釈が測定値に影響しないこと

を示し，また，検体中のT3と標準血清中のT3

とが，抗体と同一の反応を行なうこと，すなわち，

内因性ホルモンが測定されていることを支持す

る26）．3種類の血清に50ng／d1，100　ng／d1，200

ng／dlのT3を添加して求めた回収率の平均は95．6

％でほぼ良好であったが，50ng／d1添加群の平均

回収率は74．296で，やや，低値の傾向が推察さ

れた．抗体の特異性に関してはT4と0．296の交

叉反応が認められたが，この値はキットの使用説

明書10）に記されている0．1％より，やや，高値で

ある．この実験に用いたT4は半井化学の特級を

用いたが，特に純化は行なわなかったので，微量

のT3の混在がcross－reactivityを高めた可能性を

除外できない．いずれにしてもほぼ満足される結

果と思われる．なお，この実験と併行して自ら作

製したT3の標準液（実験方法に記載した）により

標準曲線を作成したが，キットの標準曲線とよく

一
致した．

　正常者30例の測定値は126土20ng／d1（mean土s）

に分布したが，mean士2sを正常域とすると86～

166ng／d1となる．このうち，18例についてダイ

ナボットRI研究所のT3　RIAキットIIにより測

定した結果は125±16ng／d1に分布し，本法の正

常域との間に有意差を認めなかった．他のRIA

法により測定した報告15”17）もほぼ同様の値を示

す．

　未治療甲状腺機能冗進症は，正常域とほとんど

重なり合いがなく，著しく有意の高値を示したが，

未治療甲状腺機能低下症は正常域との重なりがか

なりみられた．橋本病の中には低値のものがあり，

妊婦は高値の傾向があったが，T4に比して正常

域との重なり合いが多かった．TBG減少症，ネ

フローゼ症候群も低値の傾向を示した．

　甲状腺疾患以外の各種疾患で，43例中23例

（53％）が正常域以下の値を示し，推計学的にも有

意の低値を示したが，これら症例には感染症，腫

瘍，胃潰瘍，高血圧症，貧血症，肝疾患，糖尿病

などを含み，特定疾患との関連を推察することは
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困難である．また，同一検体のT4値をコンスル

T4　RIAキットで測定21）した結果，　T4結合蛋白の

減少に伴うT4値の低下が推察される18”’20）8例を

除いて正常域にあり，正常者との間にも推計学的

に有意の差を認めなかった．また，T4が低値を

示した8例中，T3も同様に低値を示した例は3例

しかなく，これらの事実から，T3の低下は必ず

しもT4結合蛋白の減少によるものとは考えられ

ない．他の報告にもこれらの事実は指摘されてお

り，非特定の各種疾患22），肝疾患23・24），手術後22），

飢餓状態25）などでT3濃度の低下が認められてい

る．これらT3低下の症例で，　T4は必ずしも低下

せず，臨床的にも機能低下症は認められず，年齢

の影響，plasma　bindingによっても必ずしも説明

できないと報告され22），この原因として，末梢で

のT4からT3へのconversionの低下が推察され

ている23　”’　25）．本研究の成績も，T3濃度の低下に

よって甲状腺機能の低下を判定することはできな

いことを示している．

　ダイナボットRI研究所のT3　RIAキットIIに

より測定したT3値との間には良好な相関（γ一

〇．926）が認められたが，特に，高値および低値の

検体において，本法のT3値はT3　RIAキットII

より低値を示すものがあった．

　以上より，本法は基礎的検討においても信頼性

の高いキットと考えられ，臨床成績も従来のT3

値とよく一致した．本法の測定用tubeおよびラ

ックはともにコンスルT4　RIAと全く同様であり，

自動分注装置を用いた測定に適しており，大量の

検体を処理する施設で特に有用であろう．

結　　語

　Micromedic社のコンスルT3　RIAによる血中

T3測定についての検討を行なった．

　本法は血中甲状腺ホルモンとホルモン結合蛋白

との結合をANSを含んだbarbital　bufferで阻害

し，またBF分離には内壁を抗体でcoatingした

測定用tubeが用いられているため，測定操作が

著しく単純化されている．精度，再現性，稀釈試

験，回収率，抗体の特異性のいずれも満足すべき
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成績が得られ，臨床成績においてもよく甲状腺機

能を反映した．本法は，特に大量の検体を処理す

る施設において，自動測定システムによる測定を

行なうのに適していると考えられる．

　終わりにキットを提供された第一ラジオアイソトープ

研究所に謝意を表します．
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