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GammaCoat　Free　T4　RIAキッNこよる血清free　T4の測定
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平衡透析法との比較一
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L　緒　　言

　遊離サイロキシン（free　T4）濃度は甲状腺の機

能状態を最もよく反映する指標の一っと考えられ

ている．その測定は通常平衡透析法1・2），限外濾

過法3）ないしゲル濾過法4）などにより行なわれて

いるが，これらでは多くの検体を同時に処理する

ためには手技が煩雑であり，ルーチンの検査法と

して広く行なわれるにはいたっていない．このた

びわれわれは，血清free　T4濃度を簡便かつ短

時間に測定するキット（Travenol社製，　Gamma－

Coat　free　T4　radioimmunoassay（RIA）kit）を試

用する機会を得たので，若干の基礎的検討を行な

うとともに，従来の平衡透析法と比較し，その臨

床的有用性について検討した．

II．測定原理および方法

　free　T4の測定原理は，抗体でコートされた試

験管内で行なわれるRIAで，　T4結合蛋白と結合
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しているT4は抗体と結合しないので，これを吸

引により除去し，抗体に結合したfree　T4を，そ

の後に加えた1251－T4と競合させて，標準曲線か

ら血中の未知のfree　T4濃度を測定するものであ

る．

　測定方法はキットに示された方法に従い，以下

のように行なった（Fig．1）．

　（1）標準血清あるいは被験血清の各50μ1を抗

体試験管に加える．

　（2）37°Cに加温したincubation　buffer（50mM

Tris　buffered　saline，　pH　8．5）を1m1ずつ加えて

振塗混和する．

　（3）37°Cの温浴中で10分間incubateする．こ

れを第1incubationとする．

　（4）反応液を吸引除去する．

　（5）37°Cのincubation　bufferを1m1ずっ加

え，振盈混和した後，反応液を吸引除去する．

　（6）1251－T4を1　mlずつ加え，振塗混和する．

　（7）37°Cの温浴中で60分間incubateする．こ

れを第2incubationとする．

　（8）反応液を吸引除去する．

　（9）抗体試験管の放射能を測定する．

　Key　words：Free　Thyroxine，　Radioimmunoassay，

Equilibrium　dialysis
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Standard　or　sample　　　　O．05mβ

Incubatbn　buffer　　　　　　　　　　　l　m2

　　　　in　anti－T．　serum　coated　tubes
　　　　　　↓

　Incubate　at　37“C　for　lOmin．
　　　　↓

　　　Aspirate
　　　　↓

Wash　once　with　incubation　buffer
　　　　↓
Add　　l．Om2　0f　　t25t－T4　in　buffer

　　　　↓
Incubate　at　37℃　for　l　hr．

　　　　↓

　　　Aspirate
　　　　↓

　　　Count
　　　　↓
　　　Calcul　ation

　　　　Fig．1　Assay　prooedure
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　　Fig．2　Standard　curve　of　free　T4　RIA

　ao）標準血清について得られたcountより標準

曲線を作製し，被験血清のfree　T4値を求める．

　平衡透析法による％free　T4の測定は，従来の

方法5・6）に従い，内壁をシリコンでコートされた

50mlのtube中に，0．15MのPotassium　phosphate

buffer，　PH　7．4，6mlを透析膜外に，　bufferで

1：40に稀釈した被験血清およびtracer量のダイ

ナボット社製1251－T4を透析膜内に入れ，37°Cの

温浴中で20時間incubateする．その後透析内液

および外液を1・mlずつ試験管にとり，それにプ

ールした正常ヒト血清0．3mlを加えて混和したの

ち，20％の冷trichloro　acetic　acid（TCA）1．3　ml

を加えて3，000rpmで10分間遠心し，その沈渣を

5％のTCAで3回洗浄し，　radioactivityをwell

typeのscintillation　counterで測定して，次式に

従い2）％free　T4を求めた．

　　　　　　　10×Out　　　　1％free　T4＝　　　　　　　　　　　　　×－　　　　　4×In十6×Out　D
In：透析内液（1ml）のradioactivity

Out：透析外液（1m～）のradioactivity

　D：dilution　factor；100

　なお，血清total　T4はダイナボット社製RI　A

キットで，血清TBGはヘキスト社製RI　Aキッ

トで測定した．

III．対　　象

　東北大学病院第2内科を受診した患者の中で，

甲状腺疾患のないもの（Euthyroid）51例，甲状腺

機能充進症（Hyperthyroid）29例，甲状腺機能低

下症（Hypothyroid）12例，　TBG減少症6例，お

よび産婦人科受診中の正常妊婦（Pregnant）7例を

対象とした．

IV．結　　果

　1．基礎的検討の成績

　1）標準曲線Fig．2に本assayの標準曲線を

示す．free　T4濃度が0の標準血清の結合型放射

能（Bo）を100％とした場合，8．3　ng／100mlの標

準血清の結合型放射能（B）はその57％であった．

　2）incubation時間　Fig．3に甲状腺機能充進

症患者，甲状腺機能正常者，甲状腺機能低下症患

者およびTBG減少症患者の4種類の血清にっい

て，第lincubation時間を5，10，30および60分

とした時の抗体試験管に結合する1251－T4の変動

を示す．bound％は甲状腺機能正常者およびTB

G減少症でともに，最初の5～10分の間で急激に

減少し，その後は漸減した．一方，甲状腺機能充

進症および低下症では，bound％はほとんど第

1incubation時間の影響をうけなかった．同様に，
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Fig．5
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4種の血清について，第2incubation時間を，30，

60および120分とした時のbound％の変動をFig．

4に示す．いずれの血清においても，bound％は

30～60分の間で急激に増加し，その後は漸増した．

　従って，第1および第2incubationの時間はそ

れぞれ規定の10分および60分以上であれば十分と

思われるが，再現性のよいassayのためには，

incubation時間を厳密に一定にする必要があると

考えられた．
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Fig．6　1nfluen㏄of　dilution　of　serum　on　free　T4

　　　con㏄ntratlon

　3）ineubation温度　同様に，4種の血清にっ

いて，第1および第2　incubationの温度を4°C，

室温および37°Cとした時のbound％の変動を

Fig．5に示す．いずれの血清においても，　bound

％はincubation温度の上昇とともに増加したが，

規定の37℃以外では，甲状腺機能正常者と低下

症との間の差が不十分であった．

　4）稀釈曲線　2例の甲状腺機能充進症患者よ

り得られた血清を，free　T4濃度が0の標準血清

で，それぞれ1／2，1／4，1／8および1／16に稀釈して

求めた稀釈曲線をFig．6に示す．　free　T4濃度が
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Fig．7　Cross　reaction　of　T3　and　rT3　with　anti－T4　antibody．

10，000

0の標準血清のTBG濃度は19．9μ9／m1であり，

TBG濃度が15．2μg／m1の1例では測定値は理論

値とほぼ一致し，稀釈曲線はほぼ0点に向かう直

線上にplotされたが，　TBG濃度が13．1μ9／mlの

1例では，測定値は理論値よりも低値であった．

　5）交叉反応　試験管にコートされた抗体の特

異性について検討するため，free　T4濃度が0の

標準血清に，T3およびreverse　T3をそれぞれ10

～10，000μg／100ml添加して，これらの1251－T4の

結合に及ぼす影響を調べた（Fig．7）．50％抑制の

値でみると，T3およびreverse　T3との交叉反応

はそれぞれ1．1％および1．6％であった．

　6）精度および再現性　free　T4濃度が低値，正

常値および高値の3血清について，同一assayで

8回ないし10回測定を行なった際（intraassay

variability）の平均値および標準偏差は，それぞれ

0．51土0．042ng／1　OOml，0．86±0．058　ng／100mlおよ

び4．06土0．287ng／1・OOmlで，変動係数はそれぞれ

8．2％，6．7％および7．1％であった（Table　1）．ま

た，同様に3種の血清について，異なったassay

での測定を5回くり返して行なった際（interassay

variation）の平均値および標準偏差は，それぞれ

0．300土0．032ng／1　OOml，0．884土0．048119／100mlお

よび4．74±0．49ng／1　OOmlで，変動係数はそれぞ

れ10．7％，5．4％および10．3％であった（Table
2）．

Table　l　Intraassay　variability

Serum

No． 1 2 3

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

0．52

0．57

0．57

0．49

0．52

0．46

0．47

0．49

Mean
SD
CV（％）

0．51

0．042

8．2

0．83

0．90

0．75

0．84

0．85

0．82

0．88

0．89

0．84

0．97

0．86

0．058

6．7

1
1
4
0
5
7
7
0

4
4
4
4
4
3
3
4

4．06

0．287

7．1

（ng／100ml）

Table　2　　1nterassay　variation

Serum

αN

1
2
3
4
5

1

0．29

0．25

0．33

0．31

0．32

2 3

0．85

0．88

0．91

0．83

0．95

4．13

4．35

5．20

4．83

5．20

Mean
SD
CV（％）

0．300

0．032

10．7

0．884　　　　　4．74

0．048　　　　　0．49

5．4　　　　10．3

（ng／100ml）
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Fig．8　Free　T4　concentration

　2．臨床的検討の成績

　1）各種疾患におけるfree　T4値の測定成績

（Fig．8）甲状腺機能正常者51例の血清free　T4

濃度は0．72～2．33ng／1・OOmlの間に分布し，平均

1．34土0．33ng／100m1（Mean土SD）であった．正

常域として平均値士2SDをとると，0．68～2・00

ng／100m1となる．甲状腺機能充進症患者29例で

は3．2～8．4ng／100m1，平均5．02±1．41　ng／100ml

と全例高値を示し，甲状腺機能低下症患者12例で

は0～0．40ng／100ml，平均0．16土0．15n9／100ml

と全例低値を示し，3者の間には全く重なりはみ

られなかった．妊婦7例では0．91～1．57n9／100ml，

平均1．28±0．22ng／100mlで全例正常範囲内にあ

った．また，TBG減少症6例では0．50～1．07　ng／

1　00ml，平均0．85土0．20　ng／100m∫で，平均値では

甲状腺機能正常者に比べて有意に（p＜0．01）低下

していたが，1例で幾分低値を示したほかは正常

範囲にあった．

　2）tota1　T4値との関係本法により得られた

血清free　T4値とtotal　T4値との関係をFi9．9に

示す．両者の間には相関係数0．895と有意の正の

相関がみられた．しかしながら，妊婦では7例中

3例でtota1　T4が高値を示し，平均値でも11．7

μg／100mlと甲状腺機能正常者の9．4μg／100mlに

比べやや高値を示したのに対し，free　T4は全例正

常範囲内にあった．一方，TBG減少症では，6

例中5例でtotal　T4が低値を示し，平均値でも

3．7μg／100m1と明らかに低値を示したのに対し，

free　T4は1例で幾分低値を示したほかは正常範
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　　　　　　　　　　L°　　　ig’9．，．．e

　　　　　　　Free　T4　by　direct　assay

Fig．9　Correlation　of　serum　free　T4　values　obtained

　　　by　GammaCoat　free　T4　RIA　kit　with　serum

　　　total　T4

囲内にあった．

　3）％free　T4および血清TBG濃度　Table　3

に示すように，％free　T4は甲状腺機能充進症患

者では0．0338土0．00812％，甲状腺機能低下症患

者では0．0156士0．00192％と甲状腺機能正常者の

0．0190土O．OO182％に比べて，それぞれ有意に高

値（p＜0．001）および低値（p＜0．001）を示した．

　妊婦では，TBG濃度および％free　T4は36．1

士6．2μ9／m1および0．0163圭0．00082％で，甲状

腺機能正常者に比して有意に高値（p＜0．05）およ

び低値（p＜0．01）を示し，total　T4と平衡透析に

よる％free　T4の積から求めたAbsolute　free　T4

（AF　T4）値は1．92士0．33　ng／1・OOmlで，甲状腺機

能正常者の1．76」：0．28ng／100m1とほぼ同様の値

を示した．

　一方，TBG減少症では，　TBG濃度および％

free　T4はそれぞれ6．3士4．0μ9／m1および0．0329

土0．0088％と，甲状腺機能正常者に比して有意に

低値（p＜0．001）および高値（p＜0．05）を示し，AF

T4は1．13ng／100mlと，甲状腺機正能常者に比し

て有意に（p〈0．001）低値であった．

　4）AF　T4との関係　Fig．10に本法によるfree

T4測定値と，　AFT4値との関係を示す．本法に

より得られたfree　T4値は，　AF　T4値と比べ若干
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Table　3　Serum　free　T4　and　TBG　values

Total　T4 ％froe　T4＊ AFT4 Fr㏄T4＊＊
dir㏄t　assay

TBG

N（μg／100　ml）N N（ng／100　m～）N（ng／100　ml）N　（ptg／ml）

Euthyroid

Hyperthyroid

Hypothyroid

Pregnant

50　　9．43土1．51　　36

22　　21．6土4．65　　21

12　　2．01±1．45　　　11

711．7土2．446

Decreased　TBG　　　6　3．65土1．31　　6

0．0190　　　　　36

　土0．00182

0．0338

　土0．00812

0．0156

　士0．00192

0．0163

　土0．00082

0．0329

　土0．0088

1．76士0．28　　51　1．34±0．33　　45　　22．6士4．5

21　7．35土2．51　　29　　5．02土1．41

11　0．335土0．228　　120．157土0．145

6　　1．92土0．33　　　　7　　1．28土0．22　　　　5　　36．1±6．2

6　1．125±0．263　　6　　0．85土0．20　　　5　　　6．3土4．0

＊　by　equilibriuln　dialysis

＊＊by　GammaCoat　free　T4　RIA　kit

（Mean士SD）
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Correlation　of　serum　free　T4　values　obtained

by　GammaCoat　free　T4　RIA　kit　with　those

by　total　T4×％FT4

低値の傾向（y－1．40x＋0．04）を示したが，両者の

間には相関係数0．932ときわめて良好な正の相関

がみられた．

V．考　　察

　甲状腺ホルモンはfreeの状態で細胞内にとり

こまれ，核などのreceptorと結合して作用を発

揮すると考えられている7－9）．従って，細胞内の

freeホルモン濃度は重要な意味をもっているが，

現在までその測定は，ヒト赤血球10）で試みられ

ているにすぎない．一方，細胞内外のfreeホル

モンは平衡関係にあり，細胞内のfreeホルモン

濃度は細胞外のそれに伴って増減する10）ので，

血清のfreeホルモン濃度を測定することにより，

細胞内のfreeホルモン濃度を推定することが可

能である．

　冒頭にも述べたように，free　T4の測定は，

tracer量の1251または1311－T4を血清に加え，平

衡透析法，限外濾過法あるいはゲル濾過法などに

より％free　T4を求め，それと血清のtotal　T4と

の積から算出されているが，なかでも平衡透析法

が現在最も広く行なわれている．平衡透析による

％free　T4の測定は，1962年にSterlingらll）によ

り始められ，その後種々の改良が加えられてきた

が，現在でもなお標識T4中にcontaminateして

いるヨードの影響12）およびdilution　effect5）など，

いくつかの問題点が残されている．

　一方，最近になり，比放射能の高い1251－T4の

作製が可能になり，RIAの感度が著しく上昇し

たため，透析外液中の微量のfree　T4を直接に

RIAで測定することが可能になり12・13），従来の

tracerを用いた方法による問題点もかなり改善さ

れるようになった．しかしながら，これらの測定

法は手技が煩雑で，また多量の検体を同時に処理

することが困難である．

このたびTraveno1社によ卿発されたGamma・

Coat　free　T4　RIA　kitは，手技が非常に簡単であ
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GammaCoat　Free　T4　RIAキットによる血清free　T4の測定

り，しかも，短時間で血清free　T4濃度を測定で

きるという利点をもっている．

　本キットの基礎的検討のうち，まずincubation

時間については，bound％が第1incubation時

間が5～10分の間では急激に減少する傾向があり，

また第2incubation時間が30～60分の間では急激

に増加し，その後は変動がゆるやかになるため，

第1および第2incubation時間はそれぞれ規定の

10分および60分以上であれば十分と考えられた．

　incubation温度にっいては，規定の37℃以下

では不十分であった．

　再現性に関しては，intraassayでも，　interassay

でも，ともに良好な結果が得られた．一方，free

T4濃度が高値の患者血清の稀釈試験では，　TBG

濃度が低下している例では，稀釈により実測値が

理論値よりも低下しており，安易に0血清で稀釈

測定すべきでないと思われた．

　本キットの抗T4抗体とT3およびreverse　T3

との交叉反応は，それぞれ1．1％および1．6％で

あったが，血中のfree　T3およびfree　reverse　T3

の濃度はfree　T4の約15％および数％14）である

ため，これらがfree　T4の測定値に及ぼす影響は，

ほとんど無視しうるものと考えられた．

　本測定法による甲状腺機能正常者51例の血清

free　T4濃度は1．34土0．33　ng／100m／で，正常域と

して平均値±2SDをとると0．68～2．00　ng／100m1

となる．甲状腺機能充進症患者では全例高値を，

甲状腺機能低下症患者では全例低値を示し，3者

の間に全く重なりはみられなかった．また，妊婦

では全例正常範囲内にあり，TBG減少症でも1

例で若干低値を示したほかは正常範囲内にあった．

　本法により得られたfree　T4値とtotal　T4値と

の間には，相関係数0．895と有意の正の相関がみ

られたが，妊婦ではtotal　T4が7例中3例で高値

を示し，また，TBG減少症では6例中5例で低

値を示した．このように妊婦やTBG減少症など

でTBGが増減する場合には，　tota1　T4値はそれ

に伴って増減するため，total　T4値は甲状腺機能

を正確に反映しないことになる．これに対し，

free　T4値はTBG減少症の1例で若干低値を示し
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たほかは，全例正常範囲内にあった．

　TBG減少症はeuthyroidであるということか

ら，血清free　T4は正常値を示すことが期待され

るが，これまでの測定結果は必ずしもそうではな

く，free　T4値が正常であったという報告15）のほ

かに，7例中3例で低値16），あるいは5例の平均

値が正常値より明らかに低値であったとする報

告17）などもみられる．われわれの例でも，本キッ

トにより得られたfree　T4値は6例中1例で低値

を示し，平均値でも甲状腺機能正常者より有意に

低下していた．また，AFT4も6例中3例で低

値を示し，平均値でも甲状腺機能正常者より低下

していた．しかしながら，TBG減少症では％free

T4は全例高値であり，この値が低下していた甲

状腺機能低下症とは明らかに異なっており，また，

今回のキットにより得られたfree　T4値および

AFT4値は，ともに全例で甲状腺機能低下症の

最高値よりも高い値を示した．

　本法により得られたfree　T4値は，　AFr4の70

％と若干低値の傾向を示したが，両者の間には相

関係数0．93ときわめて良好な相関関係がみられ

た．本法による測定値が若干低値を示した理由は

今のところ不明であるが，1251－T4中への1251の

contaminationのため，　AF　T4値が幾分高めにな

った可能性は否定できない．透析外液中のfree

T4を直接にRIAで測定する最近の方法によれば，

血清free　T4濃度は甲状腺機能正常者で0．76　ng／

100m’12）および0．83　ng／100mtl3）と報告されてお

り，本キットで得られた測定値よりさらに低値で

あった．この点は今後に残された問題と思われる．

VI．結　　語

　Traveno1社製GammaCoat　free　T4　RIAキッ

トを用いて血清free　T4濃度を測定し，また，従

来の平衡透析法で得られた値と比較して，次の結

果を得た．

　1）　標準曲線は良好であった．

　2）intraassayおよびinterassayにおいてもほ

ぼ満足できる結果が得られた．

　3）　本測定による血清free　T4濃度は，甲状腺
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機能正常者で1．34土0．33ng／100m1，甲状腺機能充

進症で5．02±1．41ng／100m1，甲状腺機能低下症で

0．16±O．15　ng／100m1で，3者の問には全く重なり

合いはみられなかった．

　4）妊娠によりTBGが増加している時には，

total　T4値も7例中3例で上昇していたが，　free

T4値は全例において正常範囲内にあった．

　　5）TBG減少症では，　total　T4は6例中5例

で低下していたが，free　T4は1例で低値を示し

たほかは正常範囲内にあった．

　6）本キットによるfree　T4の測定値は，　total

T4と％free　T4の積より求めたAF　T4値に比べ，

若干低値の傾向を示したが，両者の間には相関係

数0．93ときわめて良好な相関関係がみられた．

　以上，本法によれば，少量の血清を用いて，簡

便かつ短時間に再現性のよい血清free　T4濃度の

測定が可能であり，しかも，従来の平衡透析法に

より得られたfree　T4値とはきわめて良好な正の

相関を示したので，今後は甲状腺機能状態を最も

よく反映する検査として，ルーチンに行なわれる

ようになるものと思われる．

吉永馨教授のこ校閲を感謝します．

　キットをご提供頂いたトラベノール・パシフィック株

式会社に感謝します．
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