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1．はじめに

　血中サイロキシン（T4）の大部分はT4結合グロ

ブリン（TBG）を主とするT4結合蛋白に結合して

おり，そのごく一部分のみが遊離型として存在す

る．この微量の遊離T4（FT4）が細胞内に入リホ

ルモン作用を発現するものと考えられ，甲状腺の

機能状態を最もよく反映する指標とされている．

しかしこれまで，FT4の測定に用いられた平衡透

析法ト3），限外濾過法4）あるいはゲル濾過法5）な

どはいずれも手技が煩雑であるため，日常検査と

して用いられるには至っていない．これに代わる

ものとして臨床上は総T4濃度とT3摂取率より

計算される遊離サイロキシン指数（free　thyroxine

index，　FT41）が用いられてきた6・7）．最近，　radio－

assayを用いるFT4測定法が2，3開発されてお

り，少量の血清で，簡便かつ短期間に測定が行な

えるものとして注目されている．今回，われわれは
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GammaCoat　Free　T4　radioimmunoassay（RIA）

Kit（日本トラベノール社）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

FT41，平衡透析法との比較など，その臨床的有用

性に関する検討を行なった．

II．測定原理および測定方法

　本法の測定原理は抗体でコートされた試験管

（固相化抗体）を用いるRIAで，血清を試験管に

加えて血中のFT4分画を結合させた後，内容を

除去する．次いで1251－T4を加えて抗体に結合し

たT4と競合させ，その結合率を求めて，標準曲

線よりFT4濃度を得るものである．

　測定方法は以下のごとくであり，その概要を

Fig．1に示した．

　1）標準血清あるいは被験血清50μ1とincuba－

tion・buffer　1　mlを抗体試験管に加え，振邊混和す

る．

　2）37°Cの温浴中に入れ，20分間インキュベイ

トする（第1インキュベイション）．

　3）試験管内容を吸引除去する．

　4）incubation　buffer　1　m1を加えて試験管を洗

　Key　words：free　thyroxine，　radioimmunoassay，
free　thyroxine　index，　equilibrium　dialysis
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Fig．1　Assay　procedure　of　GammaCoat　free　T4　RIA．

浄する．

　5）1251－T4溶液を1mt加えて振撮混和する．

　6）37°Cの温浴中に入れ60分間インキュベイト

する（第2インキュベイション）．

　7）内容液を捨て試験管の放射能を測定する．

　8）標準血清について得られたカウントより標

準曲線を描き，被験血清のFr4値を求める．

川．実験方法および実験対象

　本測定法に関する基礎検討として，インキュベ

イションの温度，時間，測定値の精度再現性，お

よび抗体の交叉反応性を検討した．

　臨床的有用性については健常者45例，甲状腺機

能充進症32例，甲状腺機能低下症18例，正常妊婦

14例，TBG減少症4例，肝硬変症12例，急性肝

炎7例および慢性腎不全9例の計141例の血中

FT4を測定し，甲状腺機能との関連を検討した．ま

た，同じ対象者についてGammaCoat　T4　RIA

キットを用いて得た総T4濃度とGammaCoat　T3

UPtakeによるT3摂取率を掛合わせてFT41を求

め，本測定法によるFT4値との相関をみた．さ

らに一部の症例ではCorning社のIMMOPHASE

free　T4　RIAキットによる測定値および平衡透析

法による測定値との比較検討を行なった．なお，平

衡透析はSterlingらの方法1）に以下のような改良

を加えて行なった．すなわち緩衝液としては燐酸

緩衝生食水を用い，1251－T4は人血清アルブミンと

混合して予め透析精製したものを用いた．また，

平衡透析後の処理にはマグネシウム沈殿法の代わ

りにプール血清を添加してTCAにより沈殿させ

る方法を用いた．

IV．結　　果

　1．基礎的検討の成績

　1）インキュベイションの温度　第1インキユ

ベィションの温度を4°C，室温（25°C）および

37°cとしたときの標準曲線の変化をFig．2に示

した．4°Cでは標準曲線の勾配が緩やかであり，

規定の37°Cで最も感度のよい標準曲線が得られ

た．

　次に，第1反応は規定どおりとし，1251－T4との

第2反応の温度を同様に4°C，室温および37°C
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Fig．2　Effect　of　temperature　during　the　first　incubation

　　　on　the　standard　curve．
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Fig．4　Effect　of　the　first　incubation　time　on　the

　　　standard　curve（at　37°C）．

と変化させたときの標準曲線はFig．3に示すごと

くである．すなわち，第2反応では温度の上昇と

ともに標準曲線の結合％はほぼ平行して上昇して

おり，カウントの多い37℃が最も有利と考えら

れた．

　2）インキュベイション時間　第1インキュベ

イションを37°Cで5，10および30分間としたと

きの標準曲線の変化をFig．　4に示した．5分間で

は高値域での結合％の低下が不十分であるが，10

分と30分ではほとんど差が認められず，規定の20

分で十分と考えられた．

　同様に，第2インキュベイションの温度を37°C

として，時間を30，60および120分としたときの

標準曲線の変化をFig．5に示した．30分では勾配

が緩やかであるのに対し，60分と120分ではほぼ

同様の勾配を有する標準曲線が得られた．従って

規定の60分以上であればよいと考えられた．

　3）抗体へのT4の結合に及ぼすTBG結合T4

の影響　本アセイ系では抗体試験管へのT4の結

合がFT4を反映すると考えているが，これがTBG

結合T4の多寡により影響されないかどうかを検

討した．すなわち，甲状腺機能正常の妊婦血清

（T412・9μ9／100　ml，　TBG　51．9μ9／ml）とTBG減少

症の血清（T42．4μ9／100　m1，　TBG　2．9μ9／mt）の2

つの血清を用いて，第1インキュベイションにお
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Fig．5　Efrect　of　the　second　incubation　time　on　the

　　　standard　curve（at　37°C）．

ける抗体試験管へのT4の結合の時間経過を比較

した．Fig．6は第2インキュベイション後の1251－

T4の結合％でその経過を示したものであるが，

TBG結合T4濃度に著明な差があるにもかかわら

ず，両血清よりのT4の抗体試験管への結合は近

似しており，かつ，20分までのインキュベイション

経過中ほぼ平行している．この成績より本アセイ

系によるFT4測定値に対しTBG結合T4の相違

は明らかな影響を及ぼさないものと考えられた．

　4）交叉反応　用いられている抗体の特異性を

検討するため，FT4が0の標準血清に，　L－T4，
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Table　l　Precision　and　reproducibility　estimated　with

　　　　three　pooled　sera．

Intra－assay
（N－10）

Inter－assay
（N＝6）
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Fig．6　Efr㏄t　of　the　first　incubation　time　on　1251－T4

　　　bound（％）using　2　sera　from　euthyroid　subjects

　　　with　either　low　or　high　TBG　concentration．

　’』　　　一一㍑

Sample　No．　1　　2　　3　　　1　　2　　　3

Mean　　　1．66　2．91　4．68　1．68　3．02　4．82

S．D．　　　O．11　0．19　0．33　0．21　0．37　0．34
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Fig．7　Cross－reactivity　of　various　agents　against

　　　anti－T4　antibody．

L－T3およびMIT，　DITを種々の濃度で添加して

1251－T4の結合に及ぼす影響を検討した（Fig．7）．

特異的結合の50％に抑制される濃度より計算した

T3との交叉反応は3．1％であったが，　MITおよ

びDITでは全く結合阻害が認められなかった．

　5）精度および再現性　FT4濃度が低値，正常

値および高値の3血清について同一アセイ内で10

回，異なったアセイで6回，それぞれ測定をくり

返した時の再現1生はTable　1に示すごとくである．

　同一アセイ内での変動係数は6．5～7・1％であり，

異なるアセイでの変動係数は7．1～12．5％といず

れも良好であった．

　2・臨床測定の成績

　1）健常者および各種疾患患者におけるFT4測

定成績　Fig・8に臨床例における血中FT4濃度の

測定成績を示す．健常者45例中20～50歳の26イ列で

は0．97～2．1ng／100　m1に分布し，平均1．50土0・29

（SD）ng／100　m1であった．正常域として平均値士

2SDをとると0．92～2．1　ng／100　m1となる．15歳

以下の若年者ではL95土0．42と有意に高値を示し

た（p〈0．001）．一方70歳以上の高齢者では壮年者

群と差がみられなかった．

　甲状腺機能充進症32例では2．9～6．9ng／100　m1

と全例高値を示した．一方，甲状腺機能低下症18例

では0～0．72ng／100　m1と全例低値を示し，いず

れも壮年健常者群との間に重なりは全くみられな

かった．

　妊婦14例では1．09～1．86ng／100　m1に分布し，

全例正常範囲内であった．

　TBG減少症4例では1．03～1．36　ng／loo　m1で

あり，いずれも正常低値域に分布した．

　肝硬変症12例では1．12～2．3ng／100　m1で1例を

除き正常範囲内にあった．急性肝炎7例はいずれ

も正常値を示した．慢性腎不全の9例はわずかに

低値のものから高値のものまで広い分布を示した．

　2）FT41との関係　同じ対象者について総T4

濃度およびT3摂取率を測定してFT41を算出し

た結果をFig．9に示した．健常者壮年群における

平均値とその標準偏差よりGammaCoat　T4　RIA

およびGammaCoat　T3　UptakeによるFT41の正

常値は7．1～11．8と考えられた．甲状腺機能充進

症および甲状腺機能低下症の分布では，先のFT4

の場合と同様正常域との重なり合いがみられず両

者の健常群よりの分離は良好であった．

　しかし，妊婦では14例中5例が低値を示し，

TBG減少症では4例中3例が低値となっている．

肝硬変症でも12例中10例が低値を示し，急性肝炎
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　　　　　gical　and　pathological　conditions　as　in　Fig．8．

では7例中2例が高値であった．慢性腎不全9例

は全例低値であった．

　対象症例におけるFT41とFT4値との関係を

Fig．10に示した．上述のごとく，　TBGやその他

の血清蛋白に異常をきたすような種々の病態下で

はFT41がしばしば異常値となったのに対し，FT4

値は腎不全の場合を除いて，このような疾患でも

正常範囲にあることが明らかに認められる，
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Fig．11　Correlation　between　free　T4　values　by　equilib－

　　　　rium　dialysis　and　those　by　GammaCoat
　　　　RIA　kit．

　なお，全体としてFT41とFr4との間にはr－

0・903の良い正相関が認められた．

　3）平衡透析法によるFT4値との関係　23例に

ついて平衡透析法によるFT4の測定を行い，本

キットによる測定値との関係を検討した．Fig・11

に示すごとく両者の間にはきわめて良好な正相関

が認められた（r＝0．973）．

　4）IrMOPHASE　FT4測定キットによる測定

値との比較Corning社のIMMOPHASE　FT4

Fig．12　Correlation　between　free　T4　values　by　Gamma－

　　　　Coat　RIA　kit　and　those　by　IMMOPHASE

　　　　RIA　kit．

キットを用いてFT4値を測定した57例において，

両側定値の関連をみるとFig．12に示すごとくで，

両者の間にはr＝0．919の良好な正相関が認めら

れた．しかし，回帰直線はY－0．92X－0．31とな

り，絶対値においてはIMMOPHASEキットによ

る測定値が，GammaCoatキットの値に比べ高値

となる傾向が認められた．

V．考　　察

　血中のFT4はきわめて微量であるうえ，大量の

蛋白結合型T4と平衡関係を保って存在している

ため，その測定には独得の工夫が必要である．従

来，Fr4をRIAにて測定しようとする試みとし

ては，平衡透析を行ない，その外液中のT4を測定

する方法が行なわれてきた8・9）．しかし，平衡透析

は手技が煩雑であるため，より直接的な方法の開

発が進められ，最近2，3の方法がキット化され

るに至った．今回検討したGammaCoatキットで

は第1反応で固相化抗T4抗体にFT4を結合させ，

次いで第2反応で1251－T4と競合させるという方

法を用いており，その測定操作はきわめて簡単で

短時間に測定が可能となっている．

　測定法に関する基礎的検討では，先ずインキュ

ベイションの温度は規定の37°Cが最も良く，時

間についても規定どおり第1インキュベイション
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20分，第2インキュベイション60分で良好な標準

曲線が得られた．

　上述のような原理に基づいてFT4を測定しよう

とする場合，FT4が抗体に結合するにつれて蛋白

に結合したT4が解離してくるものと考えられる．

そこで血清中の結合型T4の多寡がFT4測定値に

影響を及ぼさないかどうかについて，TBG減少

症および妊婦の血清を用いて検討したが，第1イ

ンキュベイションを長くしても，第2インキュベ

ィション時の1251－T4結合％は両血清で平行して

おり，TBG結合T4の影響はみられなかった．

　抗T4抗体の特異性の検討では，　T3との間に

3．1％の交叉反応がみられたが，血中T3濃度が

T4濃度の約1／100である点より臨床上は全く問題

とならないといえる．

　測定の精度，および再現性はいずれも満足すべ

きものであった．

　そこで，臨床例についての測定を行ない，測定

値の妥当性について検討を加えた．

　20～50歳の健常者におけるFT4濃度は1．50土

0．29（SD）ng／100　m／で，正常域は0．92～2．1　ng／

100m1と考えられたが，15歳以下の若年者では高

値の傾向がみられた．

　甲状腺機能元進症では2．9ng／100　m1以上，機

能低下症では0・72ng／100　m1以下であり，いずれ

も健常者との重なり合いは全くみられなかった．

　臨床的に甲状腺機能正常の妊婦では全例正常値

を示し，一方TBG減少症患者では正常低値域に

分布していた．そのほかTBGあるいは，その他

の血清蛋白異常を呈する急性肝炎，肝硬変症など

も概ね正常域にあったが，慢性腎不全では高値を

示すものがみられた．

　同じ対象者について，T4とT3摂取率より求め

たFT41とFT4値との間には全体として良好な正

相関が認められた．しかし，FT41では機能元進

症および低下症の分離はFT4値の場合と同様良好

であったが，妊婦やTBG減少症では低値となる

ものが多く，肝硬変症や慢性腎不全などでは大部

分が低値を示し，明らかにFT4値の方が甲状腺機

能状態をよく反映していると考えられた．

　従来より用いられてきた平衡透析法でのFT4測

定値と本法による測定値の間には相関係数0・973

ときわめて良好な正相関が認められた，平衡透析

法による14例（男6例，女8例）の健常者のFT4

値は1．10土0．18ng／100・mlであり本法の正常値は

これよりやや高値であったが各種疾患状態を含め

両測定値はよく平行しているといえる．なお平衡

透析を行なって外液中のFT4をRIAにより測定

する方法では0．768）あるいは0．83ng／100　mt9）の

値が報告されており，FT4の絶対値は測定法によ

り一致していない．本法とはやや異なった原理で

FT4値を測定しようとするCorning社のIMMO－

PHASEキットでの値と本法による値との比較で

は，両者の間に良好な正相関がみられたが，本キ

ットの測定値がIMMOPHASEに比べ明らかに低

値であった．このようにRIAキット間でも測定

法の相違により値に違いがみられる点も今後の検

討課題である．

VL　結　　論

　GammaCoat　RIAキットによる血中FT4濃度

の測定にっいて基礎的ならびに臨床的検討を行な

い以下の成績を得た．

　1）規定の温度，時間条件で良好な標準曲線が

得られ，測定の精度，再現性も満足すべきもので

あった．

　2）抗体の特異性は高く，測定値はTBG結合

T4の量に影響されなかった．

　3）本キットによる健常者のFT4値は150土

0．29ng／100　m1で甲状腺機能充進症および低下症

患者における値との重なり合いは全くみられなか

った．

　4）妊婦，急性肝炎などTBG増加を示す場合

にも正常値を示し，TBG減少症では正常低値域

であった．これらTBG異常を伴う場合を含め，

本法による測定値は同じ対象者におけるFr41に

比べて，甲状腺機能をよりよく反映していた．

　5）本法による測定値は平衡透析法によるFT4

値と良好な正相関（r＝0．973）を示した．

　6）本キットによるFT4値はIMMOPHASE
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RIAキットによる値に比し低値であった．

　　以上のごとく本法は簡便かつ迅速に再現性のよ

い測定が行なえ，その測定値は従来の平衡透析法

による値と相関して，甲状腺機能を良く反映して

いたことより，臨床的に有用な測定法と考えられ

る．
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