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Radioimmunoassayによる血中Thyrotropin－Releasing

　　　　　　　　　　Ho㎜one濃度の測定

Radioimmunoassay　of　Thyrotropin－Releasing　Hormone　in　Human　Plasma
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1．はじめに

　1969年thyrotropin－releasing　hormone（TRH）

が単離合成され，pyroglutamyl－histidy1－proline－

amideである1）ことが明らかにきれたが，この合

成TRHを用いて下垂体一甲状腺系疾患のみなら

ず，うっ病2～4），腎不全5），肝硬変6）などにおける

病態生理学的研究ならびにうっ病患者7・8），脊髄小

脳変性症患者9‘11）におけるTRHの治療的応用な

ど，幅広い研究が進められている．

　一方，生体試料中のTRH濃度の測定には，従

来種々のbioassayが試みられていたが，感度と

精度が悪く，操作も煩雑で，臨床応用には多くの問

題が認められた．1972年，BassiriとUtigeri2）は

合成TRHの特異抗体を作製し，はじめてradio－

immunoassay（RIA）によるTRHの測定を可能と

し，本邦においても1974年以来多数の研究者13’20）

がRIAによりimmunoreactive　TRH（IR－TRH）

を測定し，生体試料中の濃度について報告してい

る．

　著者らもBassiriとUtigerの方法12）に準じ，抗

TRH抗体をf乍成し，血漿中のIR－TRHを測定す
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るRIA　systemの開発を試み，正常者ならびに各

種の内分泌疾患患者における分泌動態を追究した

ので報告する．

II．実験材料

　合成TRH（L－pyroglutamyl．histidyl－proline．

amide），各種TRH誘導体およびLH－RHは田
辺製薬より，FOY－007（gabexate　mesilate）は小野

薬品より提供された標品を用いた．標識用1251は

The　radiochemical　centre（5　mCi／m1）製を，　benzi－

dine　dihydrochlorideはSigma社製を，chloramine－

Tは半井化学薬品社製を，Sephadex　G－10はPhar・・

macia社製を，牛血清アルブミン（BSA）は第一化

学薬品社製をそれぞれ用いた．

III．実験方法

　1）　TRH－bis－diazotized・・benzidine－BSA（TRH－

BDB－BSA）conjugate作製：BassiriとUtigerの方

法12）に準じて行なった．即ち0．239のbenzidine

dihydrochlorideを459の0．2　N塩酸に溶解し，

これに5m1の再蒸溜水に溶解した0．1759の硝酸

ナトリウムを加え，60分間氷冷中で撹枠しながら

反応させ，BDBをf乍製した．30　m1のBDBを
10m1の0．16Mborate，0．15　M　NaCl　buffer（pH　9）

で溶解したTRH　lOmgとBSA　100　mgに加え，
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0°Cで撹絆しながら120分間反応させた．この反

応物をイオン交換水に対して3日間，さらに0．15M

NaClに対して24時間いずれも4°Cで透析し，

TRH－BDB－BSA　conjugateを得た．

　2）抗TRH抗体の作成：TRH－BDB－BSA　con－

jugate　l．OmlとFreund’s　complete　adjuvant　1．0　ml

を混じ，4週間ごとに家兎foot　padsに免疫し，4

か月後に抗TRH抗体を得た．

　3）TRHの標識および精製：1251－TRHの作製

はGreenwood21）らの方法に準じ，　chloramine－T

法で作成した．すなわち12510．5μgとTRH　5μg

をchloramine－T　25　P9で30秒間反応させ，1251

をTRHに標識した．1251－TRHの精製にはSep－

hadex　G－10　column（1×15cm）を用い，0．5％BSA，

0．01Mphosphate，　O．15　M　NaCl　bufferで溶出し

1・0　mlずつ分画採取した．

　4）TRH　free血漿の作成：凍結保存された健常

成人血漿1．O　mtにactivated　charcoal（Norit　A）

30mgを加え，24時間室温で撹絆した後12，000　rpm

で30分間遠沈し，上澄を採取した．この操作を

再度くり返した後，濾過した血漿をTRH　free血

漿とした．

　5）血漿TRHの抽出：血液6m1をあらかじめ

ヘパリン塗布した注射器に採取し，ただちにFOY－

0070．3m1とよく混和し，4°C低温下で血漿を分

離した．血漿3．O・mlに10　m1の冷酢酸酸性メタ

ノールを加え混和後，遠沈した上澄をガラス試験

管に移し，室温で減圧乾燥させた．測定時0．5m1

の05％BSA，0．01　M　phosphate，0．15　M　NaCl

buffer（pH　7．5）にて溶解し，その0．1m1を測定に

供した．

　6）測定方法：プラスチック試験管（15×80mm）

に標準溶液（8pgから1，000　pg）0．1　m1および

TRH　free血漿0．1　m1または検体0．l　m1をそれ

ぞれ加え，次に全試験管に0．1％gelatin，0．01　M

phosphate，0．15　M　NaCl　buffer（pH　7．5）で稀釈し

た抗TRH抗体（最終稀釈度，7，000倍）0．1・mlお

よび1251－TRH　O．1　m1（10，000　cpm／tube相当）を

加えた．全試験管の液量を0．9m1に調整し，0°C，

24時間艀置後，同bufferで20倍に稀釈した抗家

兎γ一globulin山羊血清0・1　mlを加え，さらに24

時間放置した後，3，000rpmにて30分間遠沈し，

free　form（F）とbound　form（B）に分離した．　B

の比放射能をwell－typeγ一scintilation　counterで測

定し，全カウントに対するBカウントの比BIT

から該当するIR－TRH量（P9／tube）を算出し，こ

れを1．67倍して理論上の血漿IR－TRH濃度（P9／

m1）を求めた．

IV．対　　象

　対象は鳥取大学医学部第3内科の医師，研究員

など健常成人22例，ならびに当科外来および入院

患者のうち臨床症状および臨床検査所見から診断

した甲状腺機能充進症患者7例，原発性甲状腺機

能低下症患者6例および特発性下垂体性こびと症

患者33例の計68例である．

V．成　　績

　1）1251－TRHの精製：前述の方法で得た1251－

TRHをSephadex　G－10columnでゲル濾過し，

Fig．1に示したごとく二峰性のradioactivityを得

た．Fraction（Fr）別に抗TRH抗体とのimmu－

noreactivityをみると，両峰の谷間の部分（Fr　9）

が最も良く，このimmunoreactivityを10096と

すればFr　8は84％，　Fr　7は56％，　Fr　5は12％，

Fr　11は43％で，以後の実験にはFr　9および

Fr　8を1251－TRHとして用いた．

　2）抗体の特異性：抗TRH抗体と各種TRH
analogues，各種下垂体ホルモンおよびLH－RHと

の免疫学的交叉反応性をTable　lに示した．抗

TRH抗体とTRHとの反応性を100％とすると，

L－Aze3－TRHとは10％，DL－Aze3－TRHとは5％

の交叉性を認めたが，他には明らかな交叉性を認

めなかった．

　3）標準曲線：TRH　free血漿を添加した標準曲

線と，添加しない標準曲線を比較しFig．2に示し

た．TRH　free血漿の添加により，　TRH標準溶液

との用量反応相関性は増し，本研究ではTRH　free

血漿を添加し，標準曲線を作成した．濃度0と

16pg／m1のB／T％に有意差（P＜0．05）を認めたこ
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とにより，本法の測定感度16pg／m1を得た．

　4）回収率：TRH　free血漿にOP9／mlから317

P9／m1のTRHを添加し，ヒト血漿と同様に抽出
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Fr．8　　θ4％

Fr．　　lOO％

Fr．ll　　43％

20

Result　of　purification　of　i251－TRH　on　1×15cm

column　of　Sephadex　G－10，　using　O．5％BSA，

0．01Mphosphate　and　O．15M　NaCl　buffer，　pH
7．5．

Table　l　Cross－reactivity　of　various　compounds　with

　　　　anti－TRH　serum
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し測定したIR－TRH値と，その回収さるべきTRH

の理論値を比較した成績をTable　2に示した．

TRH　5～50　pg／m1の添加では147～458％，79～

317pg／mlの添加では52～89％であった（N＝5）

　5）再現性：Intra・・assayの変動係数はIR－TRH

濃度が34P9／m1，75　P9／m1および140　P9／m1のと

き，それぞれ24％，20％および11％を得た．ま

た，inter－assayの変動係数はIR－TRH濃度が39

pg／ml，76　pg／mlおよび192　pg／mlのとき，それ

ぞれ28％，15％および40％を得た（N＝5）

　6）健常成人，甲状腺機能充進症，原発性甲状

腺機能低下症および下垂体性こびと症における血

中IR－TRH値（Fig．3）：血中IR－TRH値は健常成

人22例の87pg／ml以下，平均43．3±25．2　pg／m～

に比べ，甲状腺機能充進症患者7例は36pg／ml
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TRH
L－Aze3－TRH

DL－Aze3－TRH
Pyro・His－Pro－OH

H－Glu－His－OH

H－Glu－His－Pro－OH

D－Aze3－TRH
H・His・Glu－Pro－OH

Pro－His・Oh

LH－RH
hTSH
hGH
hLH
hFSL
hProlactin

thyroxine

100．0
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　　　　　　　　510　 50100　 500

　　　　　　　　　　　　　　TRH　　（P9！tube）

Fig．2　Standard　curve　with　Extract　of　TRH－free

　　　　plasma（closed　circle）or　with　buffer（open

　　　　triangle）

Table　2 Recoveries　of　added　synthetic－TRH　after

extraction　from　TRH－free　human　plasma．

TRH
Added
P9／ml

Measured
IR－TRH
　P9／ml

Recovery
　ratio

　％

　0

　5

　9
19

38

79

158

317

14．3±13．2

15．2土12．2

39．0土10．6

50．3土11．6

56．0士　8．2

70．3土　　8．0

115．2：呈：23．8

165．8±44．3

318士276

444土118

458±83
147士21

89士10
73土15
52±14

Presented by Medical*Online



596

500

こ

§
ll°°

　50

ND

核医学　　17巻5号（1980）

Normal　Pituitary
Adults　Dwarfiism
（22）　　without

　　　or　with
　　　Thyroid
　　　Powder
　　　Adminis－
　　　tration
　　　（19）　　　（14）

Hyper－　Primary
thyroid　Hypo・
　（7）　　　thyroid

Fig．3　Results　of　assays　of　extracts　of　human　plasma．

　　　（cases）．

以下，平均18．0土9．8pg／mtで，健常成人に比べ

有意の低値を得た（P＜0．02）．これに対し原発性

甲状腺機能低下症患者6例の血中IR－TRH値は，

1例が18pg／m1の正常下限値を示した他は，107

pg／m1から265　pg／m1と高値を示し，平均値は

131．2±73．4pg／m1の高値であった（P＜0．001）．特

発性下垂体性こびと症未治療患者19例の血中IR－

TRH値は，20　pg／m∫より109　pg／mlの範囲に分

布し，平均値は42．9土21．2pg／m1と健常成人に比

べ有意差を認めなかった．特発性下垂体性こびと

症患者のうち，甲状腺末服用患者14例の血中IR－

TRH値は，感度以下から51　pg／m1，平均29．1土

12．7P9／m1であり，本症未治療患者例（P≒0．05）

および健常成人（P＜0．01）に比べ，いずれも有意

の低値を得た．

VL　考　　察

　1972年BassiriとUtiger12）はTRHをBDB－

BSAと結合させたconjugateを家兎に免疫し，

TRHに特異的な抗体を作製し，100　P9／m1のTRH

を測定可能なRIAを報告した．著者らは彼らの

方法に準じ作製した抗体を用いて，TRHの末梢

血中動態を検討可能なRIAの開発を試みた．

　得られた抗体はTRHに特異的に結合し，　TRH

の主要代謝産物の一っであるGlu－His－Pro－OH22）

をはじめLH－RH，　TSHおよびthyroxineなどの

ホルモンとの免疫学的交叉性はほとんど認めず

（Table　1），　TRHに対してきわめて特異性が高いこ

とが知られた．

　TRHはGreenwoodら21）の方法に準じて1251

で標識しSephadex　G－10で精製した．　Gamma－

spectrogramには2っの放射ヒ゜一クが得られ，そ

の谷の部分が抗TRH抗体と最も良く結合した
（Fig．1）．この成績はBassiriとUtigeri2），　Virkkunen

ら23），Saitoら19）の第1のヒ゜一クに，高い結合を

示した成績と一一Stし，　MayとDonabedian24）の第

2のヒ゜一クに最も高いimmunoreactivityを認めた

報告と異なる．この差は明らかではないが，精製

条件による差が推察される．1251－TRHは凍結保

存により1か月間安定であったが，用時再精製す

ればさらに長期間有効なことが推察された．

　末梢血中のTRH濃度の測定にあたり，RIA系

に及ぼす非特異的影響を除外するため，charcoa1

処理を行なったTRH　free血漿を標準曲線に添

加した．01iverら25）は血漿1．O　m／に30　mgの

activated　charcoalを加えれば，　TRHはほぼこれ

に完全に吸着されると報告している．Saitoら19）

は血漿1．O　m1にactivated　charcoa150　mgを添加

して，99％以上のTRHを回収している．著者ら

はSaitoらの方法19）に準じて操作したことにより，

ほぼTRHを含まない血漿を作製し得たと考える．

TRH　free血漿抽出物を添加したときと，添加し

なかったときの標準曲線が若干ずれており（Fig．

2），血漿TRH濃度の測定にあたっては非特異的

因子を除外することが必要なことが示唆された．

　ヒトにTRH　500μgを静注したとき，血中TRH

濃度は1～3分後に360～560ng／mlの頂値を示し，

その後急速に低下するが，この半減期は3～7分

であるといわれる16）．ヒト血清にTRHを添加し，

37℃または20°Cで1時間放置したときのTRH

の回収率はそれぞれ928）～32％29）および3528）～

50％19）と低い．ヒト血清によるTRH不活性化の

程度は，BassiriとUtiger26）が既に指摘したごと
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く，体液の条件に近い37°C，pH　7．0で最大でtime

dependencyを示す28）が，このことは血中のタンパ

ク分解酵素などのf乍用によるものでenzyme

systemが関与している可能性が強い．このため，

ヒト血中TRH測定にあたり種々の抽出法が開発

されているが，Saito19）らのFOY－007，　Mayら24）

のBAL（British－anti－Lewisite）あるいは満間ら28）

の8－hydroxyquinoline　sulfateを加え，氷水中に保

存する方法が代表的で，i著者らもFOY－007の添

加により酵素活性の阻害を試みた．著者らの

assay　systemでは回収率がTRH濃度により異な

るため，TRHが高濃度に含まれる原発性甲状腺

機能低下症患者血液や，下垂体門脈血液などの検

体と低濃度の健常成人血漿などの検体との抽出方

法を区別する必要があるかもしれない．また，ヒ

ト血漿からTRHを抽出するためには，通常4倍

量以上のメタノールを用いれば，95％以上を回収

できるといわれる19・27・28）．そこでたとえば，TRH

free血漿に低濃度から高濃度までそれぞれの濃度

のTRHを添加し，検体と同様に抽出作製して標

準曲線を作成すれば，より真の血漿中TRH値に

近い値を求めうる可能性があるといえる．本assay

systelnの最小検出感度は16　pg／miで，諸家の報

告した成績419）～10012）pg／m1と｛まぼ同様の成績

と考えられた．

　健常成人における血中IR－TRH値は，用いた

assay　systemにより異なり，満間らの1，600　pg／m1

以下（1974年）15），60pg／m1以下（1975年）27），

Oliverら25）の19．8±3．1（7～33）P9／m1，　Saitoら19・

30）の19pg／m1以下のごとくである．著者らの

IR－TRH値は87　P9／m1以下で満間らの1975年27）

の成績と一致している．このことは，本RIA

systemの特に用いた抗体の力価が低く，特異性に

若干の問題が残されたことを示唆している．

　原発性甲状腺機能低下症患者は2，000～8，000P9／

ml15），40～400　pg／m127）などの高値が記載されてい

るが，著者らの6例においても，5例が107pg／m1

から265P9／m1の高値を示し，1例が18P9／m1の

正常下限値であった．甲状腺摘出ラットで視床下

部TRH含量が減少し32），　TRH　synthetaseの上

597

昇がみられない31）結果と一致し，本症における

TRHの病態を追究する上で重要な示唆を与える

ものと思われる．

　下垂体前葉機能低下症における甲状腺機能低下

症例のTRH値は，低値15）および高値30）を示す症

例が含まれることが明らかにされっっある，著者

らは未治療の下垂体性こびと症の1例で，IR－TRH

値が109pg／mlと軽度高値を得たが，下垂体性こ

びと症の中には血中TSH基礎値が軽度高値を示

す症例33）が経験される．

　甲状腺機能充進症におけるIR－TRH値は，測定

感度以下のものが多い15，27・30）といえるが，著者ら

は平均18．0土9．8pg／m1の低値を得た．甲状腺末服

用中の下垂体性こびと症におけるIR－TRH値は，

平均29．1土12．7pg／m1と，同様に低値であった．

　以上，著者らの開発した末梢血漿中TRHの

RIA　systemは，　TRHのヒトにおける病態生理学

的意義を研究する上で，有用な方法の一つである

ことが示唆された．

VII．ま　と　め

　1）TRHをBDB－BSAと結合したconjugate

で家兎を免疫し作製した抗TRH抗体を用いて，

ヒト末梢血中TRHを測定した．

　2）抗TRH抗体はTRHと特異的に結合し，

最小検出感度は16pg／tubeで，回収率及び再現性

には，今後さらに改善する必要が示唆された．

　3）本法で測定した血漿中IR－TRH値は，健常

成人22例で87pg／m1以下，平均43．3土25．2　pg／

m1，甲状腺機能充進症患者11例で36　pg／ml以下，

平均18．0±9．8P9／m1，原発性甲状腺機能低下症患

者6例で18～265pg／m1，平均131．2±73．4　pg／m1，

未治療の下垂体性こびと症患者19例で20～109

pg／m1，平均42．9±21．2　pg／m1，甲状腺末服用中の

下垂体性こびと症患者14例で51pg／m1以下，

平均29．1士12．7pg／m1を得た．

　4）末梢血中TRH濃度の測定は，　TRH分泌

動態を知るうえに重要な意義を有し，視床下部一

下垂体一甲状腺系の機能ならびに病態生理の解明

に有用な方法である．
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　稿を終わるにあたり，

大学医学部中央検査部，

ともに，
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島一洋講師に心から感謝致します．
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