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《原　著》

L－3，3’－diiodothyronineのRadioimmunoassay

高木 淳＊　礒崎　陽子＊ 倉田　邦夫＊　長滝　重信＊＊

　要旨血中3，3’－diiodothyronine（3，3’－T2）のRadioimmunoassayによる測定法を確立した．抗3，3’－T2血

清は，L－3，3’－T2を，カーボデイミドを用いて，牛血清アルブミンに結合し，　complete　Freund’s　ajuvantと

共に家兎に感作して作製した．得られた抗血清は，甲状腺ホルモンおよびその誘導体とは免疫交叉性を示さ

きわめて特異的であった．3，3’－T2－1251は，3－monoiodothyronineより，クロラミンT法で作製し，比放射

ず，能3，000　iuci／μgのものを得た．本法における，最大検出感度は0．5　ng／100　m1であった．この方法で測

定した正常人血中3，3’－T2は，平均3．6　ng／100　m1（n＝29）であり，甲状腺機能充進症で高値，甲状腺機能低

下症で低値であった．ウサギに，T3またはrT3を投与した時の血中3，3’・T2を測定すると，　rT3を投与した

時のみ血中に，3，3’－T2が出現し，3，3’－T2は，主に，　rT3の代謝によって産生されると推察された．

1．はじめに

　L－3，3’－diiodothyronine（3，3’－T2）のRadio－

immunoassay（RIA）には，多くの報告が有り1－－6），

本邦でも満間ら7）が，甲状腺疾患を中心に詳細な

報告を行なっている．甲状腺ホルモンの脱ヨード

代謝の経路において，3，3’－T2は，その化学構造か

ら推察するに，Triiodothyronine（T3）およびRe．

verse　Triiodothyronine（rT3）の2っの経路から代

謝され，血中に存在することが考えられる．今回，

われわれは，3，3’－T2のRIAの系を確立し，各種

甲状腺疾患患者の血中濃度を測定するとともに，

ウサギにT3または，　rT3を投与した場合の血中

濃度の変化，飢餓ウサギの血中3，3’－T2濃度など

を測定し，甲状腺ホルモンの脱ヨード代謝の面か

ら若干の考察を加えた．

II．実験材料および方法

1）試　　薬

＊ダイナボットRI研究所
＊＊東京大学医学部附属病院第3内科

受付：54年8月22日
最終稿受付：54年11月12日
別刷請求先：松戸市稔台344（㊦271）

　　　　　ダイナボットRI研究所
　　　　　　　　　　　高　木　　　淳

　L－3，3’，5’－triiodothyronine（rT3），　L－3，3’－diiodo－

thyronine（3，3，－T2），　L－3ノ，5’－diiodothyronine（3’，

5〃－T2），　L－3－monoiodothyronine（3－T1），　L－3’－mono－

iodothyronine（3〃－T1），　L－thyronine（To）は，西ドイ

ツHenning社製のものを，　L－thyroxine（T4），　L－3，

3〃，5－triiodothyronine（T3），　L－3，5－diiodothyronine

（3，5－T2）は，Sigma社製のものを用い，牛アルブミ

ン（BSA）は，Miles社，8－anilino－1－napthalen－sulfonic

acid（ANS）は，　Kodak社，ポリエチレングリコ

ール（PEG）は和光社，　Na1251は，　Radiochemical

Center　Amershamのものを用いた．

　2）3，3〃－T2抗体の作製方法

　われわれが先に報告した8）rT3抗体作製方法に

準じ，morpho－CDIを用い，3，3’－T2をBSAに結

合させ，この結合物1mgを抗原として，comPlete

Freund’s　ajuvantと共に，1か月ごとに，家兎に

感作し，3回目の感作後，10日目に耳静脈より採

血した．

　3）3，3’－T2－1251の作製

　3，3’－T2－1251は，　rT3－1251の作製方法8）と同様に

CT法で作製した．すなわち，3－T1にCT法で，

1251を付加後，得られた3，3’－T2－1251を，　Sephadex

G－25columnで分離精製した．

　4）3，3’－T2　free　serumの作製

　先に報告した，rT3・free　serumの作製方法と同
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鷲竃二　鰯］
　　　　　　　　　　↓

　　　　　Incubated　at　4°C　for　24　hours

　　　　　　　　　　↓

　　　　　Added　25％PEG　lm1
　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　Centrifugation

　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　Count
＊1Diluted　with　O．IM　borate　buffer　pH　8．6　containing

　O．1％bovine　serum　albumin．

＊2Diluted　with　O．1M　borate　buffer　pH　8．6　containing

　75mg／ml　of　bovine　r－globulin　and　O．9　mg／ml　ANS．

　　　　　　Fig．1　Assay　procedure
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Fig．2

様に行なった8）．

　5）　Assay　procedure

　Fig．1のごとき手順で行なった．その他rT3は，

先に報告した方法で行ない8），T4，T3は，ダイナ

ボット社製リアキットを用いた．本測定系におけ

る人血中3，3’－T2濃度およびT4，　T3，　rT3を測定す

るため，正常者29例，甲状腺機能充進症19例，甲

状腺機能低下症5例から採血しその血清を用い検

策した．

　6）動物実験

　体重1．8～2．Okgの正常なウサギ2匹にT3100

μ9を，また別の正常なウサギ2匹に，rT3100　Ptg

を耳静脈より投与後，経時的に採血し，血中3，3’－

T2を測定した．

　1．8～2．Okgのオスのウサギから，甲状腺を全摘

出し，1日4μ9のL－T4を投与し，2週後，5匹

ずつ2群に分け，一方は正常食群とし，他方を水

のみを与え飢餓群とし，絶食後11日目に，血中

T3，　rT3および3，3’－T2を測定した．

III．実験結果

Table　1 Relative　reactivity　of　various　iodinated　com－

pounds　with　3，3’－T2　antibody＊

Compo皿ds Relative　Reactivity

L－3，3’・T2

L－T4

L・T3

L－rT3

L－3，5－T2

L－3’，5’・T2

L－3－Tl

L－3’－Tl

L－MIT

L－DIT

100

　0．001

　0．02

　0．05

＜0．0001

＜0．001

　0．005

　0．007

＜0．0001

＜0．0001

　1）3，3’－T2－1251の作製

　3－T1への付加反応により得られた3，3’－T21251の

比放射能は，理論的には，3，300μCi／μgと計算さ

れるが，self－displacement法9）で求めた結果，

2，500～3，㎜μCi／μgであった．従って，われわ

＊The　relative　reactivities　of　various　compounds　were

　calculated　as　the　amounts　that　resulted　in　50％

　inhibition　of　the　binding　of　labeled　hormone　to

　antibody．

れの使用したシンチレーションカウンターの係数

効果は，53％である故，1本のassayに10，000

cpmの3，3’－T2－1251を使用すると，約3pgの3，3’－

T2に相当する．　Fig．2に示すように，最小検出感

度をBo％の，－2SDで表わすと，5P9／m1であっ

た．

　2）　抗体の特異性

　本検討に用いた抗体と，甲状腺ホルモンおよび

その誘導体との免疫交叉性を検討した結果を

Table　1に示す．　Table　1に示したように，甲状腺
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ホルモンおよびその誘導体とは，問題となる免疫

交叉性は認められなかった．

　3）高値検体の希釈試験と3，3’－T2の添加試験

　高値3，3’－T2血清を，3，3’－T2　free　serum血清で

希釈した結果，Fig．2に示したように，標準曲線

と平行性を示した．正常者，甲状腺機能低下症，

および元進症，妊婦血清に3，3t－T2を添加したと

ころ，平均105％の回収率を示した．

　4）再現性
　3種の検体を同時におのおの10本ずつ測定した

ところ，3．0土0．2，5．7二〇．4，15．1土0．3ng／100　m1

であった．また，これらの検体を，15回異なる日

に測定したところ，2．9±0．2，5・5±0．1，15．5土0．3

ng／100　m1であった．

　5）　正常人および，各種甲状腺疾患患者におけ

　　　る，血中3，3’－T2値

　Table　2に，正常者29例における，血中3，3’－T2

値を，T4，　T3，　rT3値とともに示す．平均血中3，3’－

T2値は，3．60　ng／100　m1であり，T4，　T3，　rT3値は，

それぞれ，8．3μg／100m1，123　ng／100　m1，27．8　ng／

100m1であった．　Fig．3に，甲状腺機能充進症19

例，甲状腺機能低下症5例のT4，　T3，　rT3および

Table　2　Scrum　concentrations　of　T4，　T3，　rT3　and

　　　　3，3’－T2　in　29　normal　subjects．

Mean（　　Range
mean－F2SD）

313

3，3’－T2値を正常者とともに示した．いずれの血

中濃度においても，正常者と比べ，甲状線機能充

進症で高く，甲状腺機能低下症で低かった．

　6）ウサギにおける，T3とrT3の末梢代謝

　正常なウサギ2匹にT3をIOO　Pt9，また別な2

匹のウサギにrT3を100μg投与し，経時的に採

血し，血中3，3’－T2を測定した結果をFig．4に示

す．rT3投与15分後で，ただちに3，3’－T2が血中

に出現したが，しかし，T3投与においては，5時

間後，微量検出されるにすぎなかった．

　7）甲状腺を抽出し，5μg／dayのT4を投与し

　　た，ウサギの血中3，3’－T2

　甲状腺を摘出し，1日4μgのT4を投与した正

40

T4　　・3　・T3　3・3LT2
P9／100m1・g／100m1・g／10α・1・g／10（lm1

　　　　　　　　　　　　　　1430　　　　　　　　　　　　00

　　　　　　　　　　　　　　10
20

　　　　　　　　　　　　　　6
10

　　　　　　　　　　　　　　2
　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　■・。…1ロhyp・・thy・。id□hyp・thy・・id

Fig．3　Serum　concentration　of　T4，　T3，　rT3，　and　3，3’－T2

　　　in　hyper　and　hypothyroid　patients．

T4　　（μg／100　m／）

T3　　（ng／100　m1）

rT3　　（ng／100　ml）

3，3　’・T2（ng／100　ml）

　8．3

123．0

27．8

　3．6

4．9－　16．6

95．0－151．0

15．8－　39．8

2．1－　5．1

Table　3　Serum　concentrations　of　T3，　rT3，　and　3，3’－T2

　　　　in　thyroidectomized　normal　and　starved

　　　　rabbits．

T3 rT3 3，3’－T2

⌒
F∈
°
9
＼
。
・
）
・
ξ
三
N
ト
」
m
．
而巨
コ
」
Φ
ψ
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Control　rabbits

Starved　rabbits

131：と3．2　　　4．6±0．4　　1．〇二〇．2

133⊥2．7　　30．3⊥L7　　4．7⊥0．4

　　　　　　　　　　　　　　　　（ng／100　m1）
　Control　thyroidectomized　rabbits　injected　daily　with

4μgof　T4　were　fed　with　a　standard　laboratory　diet　and

water　and　the　sterved　rabbits　were　given　only　water　for

ll　days　starting　2　weeks　after　thyroidectomy．

　　　　　　　　　紅畠亀匂口』直鍋幽●

　　　　　　　　　　　　　
123456　　24（hr）　　ti…ft・・T3。・・T3　i・jeCti°n

Fig．4　Disappearance　of　immunoassayable　3，3t－T2

　　　after　iv　injection　of　lOOμg　of　T30r　rT3　in

　　　rabbits．　Serum　3，3’－T2　concentration　are

　　　plotted　mean　of　two　rabbits．
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常食群と飢餓群の3，3’－T2値をT3，　rT3値とともに

Table　3に示す．　rT3と3，3’－T2の血中濃度は，飢

餓状態で，4．6から30．3ng／100・mtおよび1．0か

ら，4．7ng／100　m1とそれぞれ有意に上昇した．し

かし，血中T3濃度には変化が見られなかった．

IV．考　　察

　3，3’－T2のRIAによる測定は，　Wuら1）の報告

以来，諸家により，正常値および，諸疾患におけ

る血中濃度測定とともに，多くの報告がある．今

回われわれが検討の結果，抗体の作製方法は，T3，

rT3などと同様に，　morpho－CDIを用い，　L－3，3’－

T2をBSAに結合した免疫抗原を用いることで作

製され，その特異性も，他の報告と同様に，L－T4，

L－T3，　L－rT3などと問題となる免疫交叉性は認め

られなかった．assay系の条件も，他の報告と同

様に2・3・4・7），ANSを使用することで，　TBGな

ど結合タンパクの影響を阻止でき，回収試験，希

釈試験などの結果で見られるように，われわれの

assay系は十分満足できる方法と考えられる．わ

れわれのassay系の最小検出感度は，0．5　ng／100

mノで，満間らの系と同様であり，従来の報告に

比べ，最も良好な結果であった．この高度感の系

が確立できた原因は，抗体の持つ特異性のみなら

ず，3，3’－T2－1251の高比放射能によるものと考え

られる．すなわち，Burman2），　Gavin5）は，いず

れも500　PtCi／Ptg以下で，きわめて低比放射能で

あるのに比べ，われわれは，3－Tiへの付加反応で

3，3’－T2－1251を作成し，2，500～3，000μci／μgの高

比放射能を得たことが，高感度の系を得た最大の

原因と思われる．

　本法で測定した正常者血中3，3’－T2値は，　Bur－

manら2）の報告よりも低かったが，　Wu1），満間ら

の結果とは同様であった．また，他の報告と同様

に，甲状腺機能低下症では，正常者に比し低値で，

甲状腺機能元進症では，高値を示した．

　T4から，3，3’－T2への代謝経路は，その分子構

造上，T3からと，　rT3からの2つの経路が考えら

れる．今回の実験において，ウサギにT3または，

rT3を投与し，3，3’－T2を測定した結果（Fig．4），

rT3を投与した時のみ，3，3’－T2が血中に出現した

ことは，rT3から，3，3’－T2へ代謝される経路が主

であろうと推察され，Wuら1）が人間で，　rT3を経

口投与し，3，3’－T2の代謝を検討した結果と一致

した．

　甲状腺を摘出し，1日4μgのT4を与えた，飢

餓状態のウサギでは，血中3，3’－T2濃度は，　rT3と

ともに，明らかに上昇した．先にわれわれは，飢

餓状態のウサギでは，血中rT3が上昇し，その原

因は，Metabolic・Clearance・Rate（MCR）の低下と，

Production　Rate（PR）の上昇であると報告し10），

さらに最近，飢餓状態のウサギにおける3，3’－T2

のMCRは，正常なウサギと変わらないことを報

告した11）．本実験において，甲状腺を摘出し，

甲状腺ホルモンの分泌の影響のないウサギに，T4

を投与した場合においても，飢餓状態では，血中

rT3，3，3’－T2濃度は，明らかに上昇した．従って，

飢餓状態のウサギにおける3，3’－T2の上昇の原因

は，rT3のPRの増加に起因するものと推察され
る．
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Summary

Radioimmunoassay　for　3，3’一《1iiodothyro血e

Atsushi　TAKAGI＊，　Yoko　IsozAKI＊，　Kunio　KuRATA＊and　Shigenobu　NAGATAKI＊＊
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＊＊The　7酩ぱr∂1）epa〃〃len’（）f　lnter〃a1ルfedicine，、Fac〃〃γofルfε直C∫〃e，　U〃iVersity　of　1「bkγO

　　A　sensitive，　specific　and　reproducible　radio－

immunoassay（RIA）for　the　measurement　of　3，3，－

diiodothyronine（3，3，－T2）in　serum　is　described．

Ahighly　specific　3，3，－T2　binding　antiserum　was

prepared　by　immunization　of　rabbits　with　3，3ノーT2

－bovine　serum　albumin　conjugate．　A　method　f（）r

the　preparation　of　1251－3，3’－T20f　very　high　specific

activity　which　was　iodinated　from　3－monoiodo－

thyronine　was　developed．　Utilizing　this　RIA，　a

mean　serum　3，3，－T21evel　of　normal　subjects　was

3．60土1．5ng／100　m1（mean土SD，　n・＝29）．　Serum

3，3ノーT2　was　found　to　be　increased　in　hyperthy－

roidism，　and　was　decreased　in　hypothyroidism．

Serum　3，3’－T2　concentrations　after　iv　injection

of　T30r　rT3　in　rabbits　increased　sharply　after

injection　of　rT3，　but　did　not　increased　after　T3

injection．　These　results　suggest　that　rT3　is　the

major　source　of　3，3ノーT2　in　the　serum．

　　Key　words：3，3ノ，5ノーtriiodothyronine　rT3，3，3，－

diiodothyronine　3，3ノーT2，　3－monoiodothyronine

3－T1，3，3’，5－triiodothyronine　T3，　Thyroxine　T4．
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