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《ノート》

PTH‘栄研’のi基礎的および臨床的検討

Fundamental　and　Clinical　Study　of　PTH‘Eiken’
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Lはじめに
　副甲状腺ホルモン（PTH）は，カルチトニン，

ビタミンDと共に，カルシウム（Ca）代謝を調節

する重要なホルモンの1つである．1963年，Berson

らにより，radioimmunoassay（RIA）を用いた，ヒ

ト血中PTHの測定が初めて紹介されて以来1），

高度精製ウシPTH，ヒト副甲状腺抽出物，合成

ウシ（1－34）PTH，合成ヒト（1－34）PTHを用いた

RIAが開発された2・3・4・5）．

　近年，Ca代謝異常を呈する疾患への関心が強

まり，その病態の解明には，血中のPTH値の測

定が重要であるが，PTHの測定は我国では一部

の施設でしか行なわれていないのが，現状であ

る6）．今回，我々はPTHのRIA　Kit（PTH‘栄

研’）を使用する機会を得て，その基礎的および臨

床的検討を行なったので報告する．

II．方　　法

　1．PTHの測定
　シオノギ・チューブに，PTH　free血清にて調

整された各濃度の標準溶液（0，0．1，0．2，0．5，1，2，5，
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20ng／m～）または被検血清100μ1を入れる．次い

で，PTH抗血清100　P　1を加え，　Vortexミキサー

にてよく混和し，4°Cで2日間インキュベーショ

ンする．1251標識PTH　IOO　ltlを加え，混和後更

に4°Cで2日間インキュベーションする．bound

とfreeの分離は，2抗体法にて行なう。すなわち，

第2抗体100　iulを加え，混和し，30分間室温で放

置する．その後，3，000rpmで25分間遠心分離する．

上清を吸引除去し，沈渣をカウントする（Fig．1）．

　血清成分によるまたは分離における非特異的結

合を評価するために，抗血清の代わりに1％BSA

を含む0．05Mリン酸緩衡液（pH　7．5）100　iulを加

えた．

　腫瘍組織からのPTHの抽出は，0．l　N塩酸に

て行なった7）．

　手術時に無菌的に得られた副甲状腺腺腫の細胞

培養は，山本ら8）の方法に準じて行ない，その培

養液中のPTH濃度を測定した．

　血清，組織抽出物および細胞培養i液の稀釈には，

術後性副甲状腺機能低下症患者の血清を使用した．

　合成ウシ（1－34）PTHおよび合成ヒト（1－34）

PTHは，　Beckman社のものを用いた．

　2．血中Ca値の測定
　オート・アナライザー（SMA　I2／60）に行なっ

　　Key　words　PTH　radioimmunoassay，　primary
hyperparathyroidism，　hypoparathyroidism，　bovine（1－

84）PTH
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〔Standard　PTH　or　Sample　SerumAntiserum

i MixingPre－incubation
　　2days　at　4C

Added　1251・PTH

↓ MixingSecond　Incubation
　　2days　at　4C

Added　Antigammaglobulin　Antibody

　
↓

Count

Mixing
Standing
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　　30min，　at　Room　Temperature
Centrifuge

　　25min．3，000　r．p．m．
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loo

100

Fig．1　Protocol　for　radioimmunoassay　of　PTH．

た．正常値は，8．5～10．5mg／100　m1であった．

　3．EDTA負荷試験

　EDTA－Na250　mg／体重kgを5％ブドウ糖500

m1と共に，2時間点滴静注し，注射前，開始後1，

2時間目と終了後1時間目に採血し，そのPTH

濃度を測定した．

IIL　対　　象

　正常者は，年齢20～40歳のもの15例，60～80歳

のもの18例の計33例を用いた．原発性副甲状腺機

能充進症26例，および高Ca血症を伴う悪性腫瘍

23例は，腎機能障害を認めない時点で測定した．

副甲状腺機能低下症は，術後性5例，特発性8例，

偽性特発性1例，偽性6例であり，特発性と偽性

の鑑別は，Ellsworth－Howard試験にて行なった9）．

偽性特発性の診断は，Nusynowitzらの報告を参

考としたlo）．その他，クル病および骨軟化症5例，

老人性および閉経後骨粗穀症8例，Paget病6例，

甲状腺髄様癌9例，腎結石症17例および人工透析

中の慢性腎不全23例について，その血中のPTH

濃度を測定した．

　腫瘍組織中のPTH濃度は，副甲状腺腺腫と高

Ca血症を呈した食道癌患者の原発巣について測

定した．

IV．結　　果

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および測定感度：Fig．2は，　PTH

の代表的な標準曲線を示す．縦軸はB／Bo×100

を，横軸はPTH濃度を示す．なお，　BはPTH

各濃度における1251－PTHとのboundパーセント

を，BoはPTH　O　ng／m1におけるboundパーセン

トを表わす．B／Bo×100が90，すなわち0ポイン

トの10％低下した点（－2SD）のPTH濃度は，

B／Bo　x　lOO

　　　xlo（x） xloo xlo　X　Diluted　丁iSSue　Extract

Esop胸eal　Cancer　wlth　Hypercalcemia

　　Non－spec∬ic　Binding

　　　　　　0
　　　　　　　0　　0．1　　0．2　　　0．5　　1　　　　　　　5　　10　　20
　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　PTH⊂ng／mb
Fig．2　Representative　standard　curve　for　PTH（・）and　dilution　curves　of　serum（。）

　　　from　a　patient　with　primary　hyperparathyroidism　or　chronic　renal　failure，　and

　　　extracts（×）from　parathyroid　adenoma　or　esophageal　cancer　with　hypercalcemia．
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Fig．3　Specific　study，　using　synthetic　bovine（1－34）PTH　and　synthetic　human（1－34）

　　　PTH．
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0．2ng／mlであった．この濃度を最小検出感度と

すると，PTH　O．2～20　ng／m1の範囲で測定が可能

であった．

　原発性副甲状腺機能充進症および慢性腎不全患

者血清の稀釈曲線は，標準曲線とほぼ平行した．

また，腫瘍組織からのPTH抽出物の稀釈曲線も，

同様の傾向を示した．

　2）特異性：本アッセイ系における，合成ウシ

（1－34）PTHと合成ヒト（1－34）PTHとの交叉反応

を検討した．合成ウシ（1－34）PTHは，100　ng／m1

の濃度までboundを抑制しなかった．一方，

合成ヒト（1－34）PTHは，100　ng／m1の濃度で，

約4％のboundの抑制を示した（Fig．3）．

　3）稀釈試験：Fig．4に示す如く，濃度の異な

る2種類の血清を，PTH　free血清を用いて，1

倍から8倍に稀釈を行ない，検討した．各々の検

体について，ほぼ良好な直線性を認めた．

　4）精度：本法の再現性を，PTH値の異なる3

種類の血清について検討した結果，Table　1に示

す如く，変動係数（CV）は，アッセイ内4．7～15．1％，

アッセイ間5．6～17．1％と，ほぼ満足される結果が

得られた．

　5）回収率：既知量のPTHを被検血清に加え．

その濃度を測定し，回収率を検討した．表2に示

P丁H

ngSm1
Pr｜mary　HyperparathyrciC　sm

x8　　　x4　　　　　　　x2

　　　　　　Dilution

　　Fig．4　Dilution　study．

す如く，回収率は90～110％を示した．

　6）1251－PTHのチューブ壁への吸着

xl

シオノ

ギ・チューブおよびパイレックス・チューブに，

1251－PTH　100　91，　PTH　free血清100　P1，0．05　Mリ

ン酸緩衡液（pH　7．5）200μ1を加え，2時間室温

にて放置後，吸引し，更に脱イオン水1m1を加

え吸引し，カウントを測定した．両チューブ共，

投与1251－PTHの2％がチュー一ブに吸着した．
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1．　Intra－assay

Table　l　Precision

核医学　　17巻1号（1980）

Age　｛yrs，〕　　0

No．　of　Assay Mean±SD
　（ng／mノ） v

”
C
（

0
（
U
O

l
　
l
　
l

053－LO．08

1．49±0．07

2．59：と0．19

15．1

4．7

7．3

PTH｛ngiml）

　0，5 1

‘ ‘ ‘　　　　‘ 1　　　　‘　　　　‘　　　　’　　　　‘ 1

20－40 『 o o o　o　　oo

60－80 8 oooo O　d民）o oo

Fig．5　Serum　PTH　concentration　in　normal　subjects．

2．　Inter－assay

　　　　　　　Mean±SDNo．　of　Assay
　　　　　　　　（ng／ml） ㎝⑫o 0　　　0，2　　　　05　　　1

PτH　｛ngtml）

5　　　10　　20

n

δ
0
0

0．35±0．06

2．864－0．16

6．89±0．76

17．1

5．6

11．0

Table　2　Recovery　of　PTH　added　to　two　different

　　　　serum　samples．

Added　PTH　　PTH　Concentration　Recovery
　（ng／ml）　　　　　　（ng／ml）　　　　　（％）

0

1．0

2．5

10

0．50

1．4

3．4

10．8
0
6
3

9
1
0

0

1．0

2．5

10

2．0

2．9

4．3

11．8

0
ウ
一
8

Q
ノ
∩
ソ
Q
ノ

　7）1251－PTHの安定性：キット到着後3日以内

に使用した場合，20ng／m1のPTH濃度でのB／Bo

×100は，15．8±3．7（平均±標準偏差）を示した

のに対して，1週間後では25％であった．

　2．臨床的検討

　D　正常値：20～40歳の正常者では15例全例が，

60～80歳の老年者では18例中16例の計33例中31例

（94％）が0．6ng／m1以下であった．1方，20～40

歳では9例，60～80歳では6例の計15例（45％）

が検出感度以下であった（Fig．5）．

　2）各種疾患での血中PTH値（Fig．6）：原発

性副甲状腺機能充進症26例のうち，24例はPTH

高値を示した．正常値を示した2例は，骨病変を

認めず，尿路結石症を主訴とした症例であった．

　高Ca血症を呈した悪性腫瘍23例のうち，8例

では血中PTHの検出が可能であった．

　副甲状腺機能低下症では，術後性および特発性

の13例全例が，検出感度以下であった．他方，偽

・　　　　　　　　　‘ ‘ ‘ ‘

Pnmary　H卿rparathyroid・

〃

　　　　o Oooooo四∞　　o Φ禽力　o o oo

H躍rca｜cema　due　to

　　M∂llgnancy
竈・… o　　　　o o　o

HypoparathyrOld

　POst－operatlve

　ldiopathic

　Pseudoidbpathic

　Pseudo

8衡　　　　　　　o

ooo　　　oo　o

RicketS　or　Osteomalacia O　　　　　　　　o o oo

Osteoporosis 琶。。　。。 o

Paget’s　D｜se∂se §

Medullary　Thyroid　Cancer 8　。●　。。 o

Renal　Stone ●… o

Fig．6　Serum　PTH　concentration

　　　various　diseases．

in　patients　with

性特発性1例および偽性6例では，PTH高値を
示した．

　クル病および骨軟化症5例では，3例がPTH

高値を示し，2次性副甲状腺機能充進症の存在が

示唆された．

　骨粗髭症8例のうち，1例にPTH高値を認め
た．

　Paget病6例では，全例PTH値は0．2　ng／m1以

下であった．

　甲状腺髄様癌9例のうち，1例はPTH値1．5

ng／m1を示し，副甲状腺病変の合併が示唆され
た11）．

　腎結石症17例のうち，1例にPTH高値を認め
た．

　慢性腎不全23例のうち，22例に血中PTH高値

を認めた．また透析による血中PTHの変動を観

察すると，18例（78％）で透析直後のPTH値の低

下を認めた（Fig．7）．

　3）EDTA負荷試験：正常者6例と特発性副
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O　O．1

　PTH｛nglml）

0．5　　　1

Chronc　Renal　Fa｜lure

E；・fore　Dia｜ysis

Mter

5　　　工0　　20

ゆ　　　　　　　　vv

乙イ蹴
Fig．7　Comparative　study　of　sen皿PTH　concentra・

　　　tion　in　patients　with　chronic　renal　failure　be－

　　　fore　and　after　dialysis．

ngtm｜EDTA“N・2　SOmgSkg

1

P丁H　o．5

　　　　　　　0
　　　　　　　　0　　　　1　　　　2　　　　3　Hr～．

Fig．8　EDTA　infusion　test　in　normal　subjects（・）

　　　and　idiopathic　hypoparathyroidism（。）．

甲状腺機能低下症4例について，EDTA－Na2溶

液を負荷して，PTHの反応を観察した．正常者

では，0．38～1．Ong／m1に増加したが，特発性副甲

状腺機能低下症では無反応であった（Fig．8）．

　4）甲状腺静脈血中のPTH濃度：原発性副甲

状腺機能充進症患者の副甲状腺病変の術前部位診

断のため，選択的に甲状腺静脈にカテーテルを挿

入し，その静脈血中のPTH濃度を測定した．図

9に示す如く，右下甲状腺静脈血中のPTH値は

6．8ng／m1と他に比して，有意に高値であった．

手術により右下副甲状腺腫が確認された．

　5）副甲状腺腺腫細胞の培養液中のPTH濃度

測定：培養液中のPTH濃度の経時的変化を観察

すると，培養後3日目には，15．4ng／m1であり，

以後56日目までPTHの分泌が確められた（Fig．
10）．

　6）血中PTH濃度と血中Ca値との関係：原

発性副甲状腺機能充進症では，血中PTH値と

　　　　　　　2．3

　　　　　　　　●
　　　Parathyroid　Adenma　in　Right　Lower

　　　Pole　of　Thyroid　Gland

Fig．9　PTH　concentration　in　selective　thyroid　venous

　　　sampling．

PTH

nglml

15

10

5

　　　　　　　Control
　　　　O
　　　　　O　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　　60

　　　　　　　　　　　Days
Fig．10　Chlonological　changes　of　PTH　concentration

　　　　in　cell　culture　of　parathyroid　adenoma．

Ca値は，ほぼ正の相関を示した（r＝0．62，　y＝0．57x

－ 5．33，P＜0．02）．一方，高Ca血症を伴う悪性

腫瘍では，5例はPTH値が高く，　PTH産生腫

瘍が強く示唆された．15例ではPTH値が感度以

下であり，高Ca血症の原因として，骨転移とか

腫瘍からの高Ca血症を来たすPTH以外の物質
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の産生が考えられた．副甲状腺機能低下症では，

特発性および術後｝生では低Ca血症でしかもPTH

低値を，偽性および偽性特発性ではPTH高値に

もかかわらずCa低値を示した（Fig．11）．

V．考　　案

　近年、Ca，ビタミンD代謝に対する研究の急

速な進歩により，手軽に測定可能なPTHのKit

の開発が強く望まれていた．今回，PTHのRIA

Kit，　PTH‘栄研’について，基礎的および臨床的

検討を行なった．

　本Kitの特徴の一つとして，測定手技が簡単で，

しかもインキュベーションの時間が比較的短かく

て済むという利点が挙げられる．測定感度は，高

度精製ウシPTH（wilson）とその抗モルモット抗

体（Wellcome）を用いたRIA系とほぼ同等で，

0．2ng／mtであった2・12）．一般にウシ（1－84）PTH

で免疫し，抗体を作成する場合，Cフラグメント

に対する抗体ができやすいといわれている．この

アッセイ系でも，PTHのNフラグメントである

合成ウシ（1－34）PTHおよび合成ヒト（1－34）PTH

とは殆んど交叉反応を示さず，Cフラグメント

に特異的な測定系であることがわかった．血清お

よび腫瘍抽出物の稀釈曲線は，標準曲線にほぼ平

行し，血中および腫瘍中のPTHは，ウシ（1－

84）PTHと免疫学的に同一の態度を示すことが

認められた．精度，回収率についても，ほぼ満足

される成績が得られた．PTH測定時の問題点と

して，PTHのチューブ壁への吸着が指摘されて

いる．本Kitのアッセイの蛋白濃度条件では，殆

んど吸着は認められなかった．Yalowらは，標

識PTHは不安定で，速やかにdamageを受ける

と報告している13）．PTHの標識後は，できるだ

け早く，アッセイする方が良いと思われる．

　20～40歳のPTH値は全例0．6　ng／m1以下を示

したのに対して，60～80歳では18例中2例が高値

を示した．そのため，PTHの正常値は0・6　ng／m1

以下で良いと思われるが，Fujitaらは閉経後骨粗

髭症ではPTHの高値の傾向があると報告してお

り14），老年者の場合，骨粗髭症の有無を十分チェ

ックする必要があろう．正常者の45％のPTH値

は，検出感度以下であったが，本Kitではウシ

（1－84）PTHをスタンダードおよび標識ホルモン

に，それで免疫した抗血清を抗体に使用した，

heterologousなアッセイのためであろう．そのた

め，今後homologousなアッセイの開発が望まれ

る．

　原発性副甲状腺機能充進症26例中24例（92％）が，

ng／ml

4

PTH

　2

●Prim．Hyperparathyroid・

ob．lallgnancy　with　Hypercalcemia

Hypcparathyroid．

X｜diopathic　or　Po～t－oPerative

oPseudoidiopathic

4

Fig．11　6810121416　　　　Serum　Calc｜um　　　　　｛mg∫IOOml｝

Relation　betw㏄n　serum　PTH　and　calcium　concentration
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PTH高値であり，極めて診断的価値があった．従

来，原発性副甲状腺機能元進症の診断にはNフラ

グメント・アッセイの方が良いという意見と，C

フラグメント・アッセイの方が感度が良いという

報告16）があり一致をみない．本Kitを使用した

場合，原発性副甲状腺機能充進症の92％に，PTH

高値を認め，Cフラグメント・アッセイで十分診

断が可能であった．正常PTH値を呈した2例は，

骨病変がなく尿路結石症を示した症例であリ，経

過観察中にPTH値の上昇が認められた15）．

　高Ca血症を呈した悪性腫瘍23例のうち，8例

に血中PTHが検出された．　PTHの分泌は血中

Ca値の上昇により抑制されるが，これら8例で

は，PTH産生腫瘍の存在が示唆された．一方，

PTHが倹出されない15例では，高Ca血症の原因

として，骨転移や腫瘍からのプロスタグランディ

ン，ビタミンD様ステロール，OAFなどの産出

が考えられた17”19）．

　副甲状腺機能低下症の診断，特に特発性と偽性

特発性または偽性との鑑別に，PTH測定は有用

であった．すなわち，特発性では低値を，偽性特

発性および偽性では高値を示した．

クル病または骨軟化症では，2次性副甲状腺機能

充進症を示す症例に，PTH高値を認めた．

　老人性または閉経後骨粗穀症の原因として，

Riggsはエストロゲンの欠乏，1α水酸化の低下，

ビタミンD摂取の不足と共に，2次性の副甲状

腺機能充進症の存在を挙げている20）．今回，我々

が検討した骨粗髪症8例では，1例にしかPTH

高値を認めたにすぎず，その成因は複雑であり，

今後の検討が必要であろう．

　Paget病では，全例血中PTH値が低い結果が

得られた．Deftosらは，　Paget病では，血中カル

チトニンの分泌低下を指摘している報告と併せ，

興味深い21）．

　甲状腺髄様癌9例のうち，1例にPTH高値を

認めた．甲状腺髄様癌では，時に副腎褐色細胞腫

の他に，副甲状腺腺腫または過形成の合併を認め

るが11），PTH測定により副甲状腺の病変の存在

が示唆された．
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　腎結石症17例のうち，1例にPTH高値を認め

た．この例は，PTH分泌過剰に基づく高Ca尿

症が腎結石の成因として考えられた．

　慢性腎不全では，2次性副甲状腺機能充進症の

ほか，PTHの不活性化の障害によるPTHのフラ

グメントの存在が報告されている．そのためCフ

ラグメント・アッセイでは高率にPTH高値を示

すことが期待され，事実，本Kitを使用した場合，

23例中22例にPTH高値を認めた．透析により血

中Ca値が上昇すると共に，18例で血中PTH値

の低下が観察された．

　Ca負荷とかEDTA負荷による急激な血中Ca

値の変動時における，PTH分泌の動態を知るに

は，Nフラグメント・アッセイの方が有用である

といわれている22）．本Kitを使用して，　EDTA

負荷によるPTH反応を，血中PTH低値の正常
者と特発性副甲状腺機能低下症患者で検討した．

PTH分泌の有無から，明らかに区別が可能で，

Cフラグメント・アッセイでも有用なことが示さ

れた．

　PTHの測定は，副甲状腺腫瘍の術前の局在診

断にも利用できる23）．選択的に左右の上，中，下

甲状腺静脈にカテーテルを挿入し，その血中PTH

を測定したところ，右下甲状腺静脈中のPTH濃

度は，他の甲状腺静脈血中より有意に高値であっ

た．右下副甲状腺腺腫と診断され，手術により同

部のlgの腺腫が確認された．

　またPTHの測定は，副甲状腺腺腫の培養細胞

を用いた，PTHの分泌を指標とする実験にも有

用であった．

　血中PTHの測定値を評価する場合，血中Ca

値と相関させて考えることが重要であり，Ca代

謝異常を示す疾患の病態を知る一助になると思わ

れた．

　PTH測定時の問題点として，血中にはPTHの

immunological　heterogenietyが存在すること，ウ

シPTHを用いた系にてヒト血中PTHを測定し

ていることなどが知られている．本Kitでも，同

様の問題点が存在するが，臨床上有用な情報を提

供することが，示された．
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核医学

　PTH‘栄研’Kitは，感度，特異性，稀釈試験，

精度，回収率共，ほぼ満足される結果が得られた・

また，手技も簡単で，しかも従来のPTH測定に

比してアッセイ時間も短かく，ルーチン検査に十

分使用に耐えるものと思われた．

　正常者の94％が，PTH値o．6　ng／m1以下を示し

た．PTH高値は，原発性副甲状腺機能充進症

（24／26），高Ca血症を伴った悪性腫瘍（8／23），

偽性副甲状腺機能低下症（6／6），偽性特発性副甲

状腺機能低下症（1／1），クル病および骨軟化症（3／

5），慢性腎不全（22／23）に高率に認められた．そ

の他，骨粗髪症，甲状腺髄様癌，腎結石症に，そ

れぞれ1例のPTH高値の症例を認めた．

　PTH測定は，　EDTA負荷によるPTHの反応
性や，選択的甲状腺静脈サンプリングを用いた術

前の副甲状腺腫瘍の部位診断にも有用であった．

　本Kitは，血中のみならず，腫瘍組織中および

培養液中のPTH濃度の測定が可能であった．

　PTH‘栄研’Kitを提供下さいました，栄研化学株式
会社に深謝致します．
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