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Thyro－SHureキット（TSH）のi基礎的検討
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1．はじめに

　ヒト血中Thyroid　Stimulating　Hormone（TSH）

の測定が開発されて以来，TSHの測定は甲状腺

機能検査あるいは下垂体機能検査として起用され

ている．

　我が国でも多数のTSH－RIAキットが市販され

ているが，これらTSHキットのみならずRIA
キットー般の最近の傾向は操作の簡単化，測定時

間の短縮を目的として改良されつつある．今回私

共はNuclear　Medical　Laboratories．　Inc．（NML，

中外製薬㈱CK－RTS）の新しいTSH測定用キッ

ト，Thyro－SHureを使用する機会を得た．本キッ

トは反応系にプレインキュベーションを採用した

非平衡法RIAでB／F分離に第2抗体マクロゴー

ル6000（PEG）を使用して時間短縮を画っている．

以下本キットの基礎的ならびに一部臨床的検討の

結果について述べる．

IL　測定方法と検討内容

1）キットの試薬

本キット（40テスト用）は以下のものより構成

されている．

　a）1251－TSH溶液（9　ml），1vial，1251・TSHの
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比放射能は0．34μCi／ml以下で，0．05M　Tris－HCl

Buffer（NaCl，0．1％Gelatin，　EDTA，および0．2％

Sodium　Azideを含む）に溶解されている．

　b）第1抗体：抗ヒトTSH家兎血清（9　m1）1

via1；抗体の力価は1：100，000で，0．05M・Tris－

HCI　Buffer（NaC1，0．1％Gelatin，　EDTA，および

0．2％Sodium　Azide）に溶解してある．

　c）第二抗体（17m1），1via1；抗家兎ガンマグ

ロブリン山羊血清の力価は1：25以上で，0．05M

Tris－HCI　Buffer（1．25％正常家兎血清，7．9％PEG，

NaCl，　EDTAおよび0．2％Sodium・Azide）に溶解

されている．

　d）TSH標準血清（各4m1），5vials；精製ヒト

TSHはWHO標準品でその力価を検定したもの
を使用している．標準液は0，5，10，20，40μU／ml

付近の各濃度に設定され，その濃度はロット毎に

表示値が異っている．これらのTSHは0．2％

Sodium　Azideを含む馬血清に溶解されている．

　e）TSH高濃度血清稀釈溶液（9　mの，1via1；

0．05MTris－HCI　Buffer，　NaC1，0．1％Gelatine，

EDTA，および0．2％Sodium・Azideを含む．

　2）測定操作

　本キットの操作内容はFig．1にフローチャート

で示した．測定に要する日数はデータ処理まで基

本的には1日で終了するためTSH測定法として

は他キットに比較して迅速である．

　Key　words：Thyroid　Stimulating　Hormone，　Radio－

immunoassay，　Thyro－SHure，　Thyroid　disease
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Fig．1　　Assayprocedure．
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　3）基礎的検討の内容

　上記の測定法についてincubation条件，測定

感度，抗体の交差性，希釈試験，回収率試験，溶

血の影響，Precision（精度），他キットとの比較な

どを検討した．

　4）臨床的検討の対象

　臨床的検討の対象は甲状腺機能正常者18例，甲

状腺機能充進症21例，甲状腺機能低下症4例にっ

いて血中TSH値を測定した．

　　　　　　皿．成　　績

1）標準曲線に及ぼすincubation時間の影響

本キットによる測定には3段階のincubation

％
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Fig．2　Effect　of　pre－incubation　time　on　the　standard

　　　curve．
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Fig．3　Effect　of　lst－incubation　time　on　the　standard

　　　curve．

が含まれる．そこで各incubationの時間を変化

させた場合，標準曲線がどのような影響を受ける

かを検討した．温度は指示書に従い，Pre一及び
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lst－incubationは37°C，2nd　incubationは室温

（25°C）で行った．Pre－incubation時間の検討は1st

incubationを3時間，2nd　incubationを10分間に

それぞれ固定して，1時間，2時間，3時間の経

時的変化を検討した（Fig．2）．

　1st　incubationに関しては，　Pre一及び2nd　incub－

ationをそれぞれ2時間及び10分間に固定して，

ト
＼
●

％

一4。。u、／me

　　　　　　　　30　　　　　　　35　　　　　　　40　　　　Temp．（℃）

Fig．4　1nfluence　of　incubation　temperature　on　the

　　　bound　percent　of　standard　solution　and　pool

　　　serum．
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1時間，2時間，3時間，4時間の各時間について

チェックした（Fig．3）．

　また2nd　incubationはpre－incubationを2時間，

lst　incubationを3時間行なった後に，5分，10分，

15分，20分の各時間について調べた．

　まずpre－incubation時間はキットで設定してい

る2時間よりも長時間の方が標準曲線の勾配が鋭

敏になり，かつ高濃度域ほどその傾向が認められ

た．しかしその差は測定に有意の影響を及ぼす程

度とは考えられないため迅速化のためには2時間

で充分と思われる．次にlst　incubation時間につ

いてみると，3時間で1251－TSHとCold　TSH抗

体結合物の競合反応はほぼ平衡に達していると考

えられる．なお2nd　incubation時間にっいては5

分から20分の間で何等有意の差が認められなかっ

たため，キットの指示通り10分で充分と思われる．

　2）incubation温度の影響

　pre一及び1st－incubationの温度を変化させた場

合のB／T％にっいて検討した（Fig．4）．

　それぞれのincubation時間および2nd　incu－

bationの条件は指示書通りに行った．その結果，

pre一及び1st　incubationの温度が25°Cから37°C

まで変化しても反応は大きな影響を受けないこと

が判明した．また同時に検討したプール血清の
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　Fig．5　Typical　standard　curve　of　Thyro－SHure
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Table　l　Reproducibility　of　standard　curves　obtained　from　9　different　assays

標準液濃度（μU／m2） 5 10 20 40

n 9 9 9 9

B／Bo％（mean±SD） 84．9±1．0 73．2±1．2 54．9±1．5 30．7±1．｜

αv％ L2 1．6 2．7 3．6

％

50

40

rn　1ト30

20

10

O　　　　　　　lOO　　　　　　200　　　　　　300　　　　　　400　　　　　　500

　　　　　　　　　　　　LH（mlU／rm～）
0　　　　　　　　100　　　　　　　200　　　　　　　300

　　　　　　　　　　　HCG（m｜U／mt）

9N””一一’－o－：：［：：：＝HC。LH

5，9：2°3°4°μU／㎡

（μu／ne）

40

30

20

⊂

O
眉
悟
」
一
C
Φ
O
⊂
O
O
　
工
の
」
°

10

2

Fig．6　Specificity　of　the　anti－serum．

B／T％（破線）も特に温度条件によって変化は認

められなかった．

　3）標準曲線の再現性および測定感度

　Fig．5に本キットの標準曲線の代表的な例を示

した．標準曲線の形がassayごとにどの程度変化

するかを見るため，5種類のロットにつき9回の

測定を行った（Table　1）．この結果，各濃度とも

そのBIBo％の変動係数（C．v．）は3．6％以下でそ

のバラツキは極めて少く標準曲線の再現性は非常

に良好であることが明らかとなった．

　各測定におけるNSB値（B／T％）およびBo／T％

値は，有効期限内（1ケ月間）でそれぞれ1．3±

0．1％，51±2％（n・＝10）であって，標識TSHの

damage等各試薬の経時的な変化は少ないと考え

られる．

　次に本キットの測定感度を知る目的で，最低濃

度の標準血清（5．1μU／m1，10tNo．54）を添付の稀

釈用diluentでさらに稀釈し，各濃度間の有意差

検定を行った．その結果稀釈倍数1／4すなわち

　　　　　l　　l　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　lO　　5　　　　　　　　2

　　　　　　　　　dllution　ratio

Fig．7　Dilution　curves　obtained　from　three　different

　　　sera．

L3μU／mlまで各濃度間に有意差（p＜0．001，n－5）

が認められた．従って本法の最小感度は約1μU／

mlであると考えられる．

　4）抗体の特異性

　高濃度のLH及びHCGが本assay系に影響す

るか否かの検討を行って抗体の特異性を調べた

（Fig．6）．

　LHはMRCの2nd　IRP－HMGにより検定し
た標準溶液（500mIU／m1）をまたHCGはCIS社

HCG－RIAキットの標準溶液（300mIU／m1に調製）

をそれぞれTSH稀釈用溶液で調製し使用した．

Fig．から明らかなように生理的なLHおよび

HCGは実際上本測定系に影響をあたえないこと

が判明した．しかしHCGが異常高値を示す疾患

では注意が必要である．

　5）稀釈試験

　TSH濃度が20μU／m1以上の高値を示す3種類
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Table　2　Recovery　of　exogeneous　TSH　added　to　pool　serum．

TSH濃度（μU／m2）
回　収　率 平均回収率

Sample

添　加　量 計算値 測　定　値
（％） （％）

0
一

2．3

2．5 4．8 4．9 102

｜ 5．1 7．4 8．1 ｜10 99

9．0 11．3 9．8 87

9．9 12．2 11．9 98

0
一

8．9

5．1 14．0 14．3 102 100

2

8．8 17．7 17．6 99

9．9 18．8 18．8 100

Table　3　Effect　of　added　hemoglobin　on　the　assay　system

ヘモグロビン添加量（mg／mの 0 L5 3．0 6．0 12．0 15．0 30．0

TSH（μU／m2）

12．6

12．6

11．6

12．9

lLO

11．6

12．3

11．6

10．9

｜L3

11．7

11．5

10．0

11．6

平　　均　　値 12．6 12．3 11．3 12．0 ll」 11．6 10．8

Table　4　Accuracy

Wlthin・assay　variatlon（n＝20） Between－assays　variation（n＝9）

Samplθ
mean±SD
（μu／m2） CV％

mean±SD
（μU／m2） CV％

I
I
I
I
I
I

2．7±0．3

14．5±0．7

35．6±0．8

ll」

4．8

2．2

2．9±0．4

14．3±1．4

35．4±1．3

13．8

9．8

4．0

6．0 9．2

の血清に関する稀釈試験を試みた（Fig．7）．血清

の稀釈はすべてキット添付のTSH－Diluentを用

いて行った．その結果，いずれの濃度でも良好な

直線性が得られ，本法における定量性（正確性）

に問題のないことが明らかとなった．

　6）回収率試験

　2種類のプール血清に既知濃度の標準液を添加

してその回収率を検討した（Table　2）．両血清の

場合ともそれぞれ平均回収率99％および100％

であり，満足すべき結果が得られた．
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Fig．9　Serum　TSH　values　in　several　thyroid　functions．

　7）溶血による影響

　既知濃度のヘモグロビンをpool血清に添加し

て測定値への溶血の影響を検討した（Table　3）．

あらかじめヘモグロビン濃度を定量した血液の血

球浮遊液（生理的食塩水）を凍結融解して得たヘ

モグロビン溶液を検討に用いた．Tableから明ら

かなように30mg／m1の強溶血でやや低値傾向を

示しているが平均値のバラツキは1L7土0．7，　C．V．

6．0％でwithin－assay　variationと有意差が認めら

れないため，本キットの測定には溶血による影響

はないと思われる．

　3）Assayのpr㏄ision

　TSH濃度が低値，中値，高値を示す3種類の

プール血清にっいてwithin　asszy　variation（n＝20）

を調べた（Table　4）．

　低値域では変動係数が11．1％とやや大きいが，

他の濃度域ではC．V．4．8％（mean±SD－14．5土0．7

μU／ml）．および2・2％（mean士SD＝35・6±0・8μU／

ml）と良好な成績を示した．一方これと同一のプ

ール血清を用いてそれぞれ5重測定で9回測定し

てbetween　assay　variationは平均C．V．9．2％で，

ほぼ良好な成績を示した．

　9）他キットとの相関

　本法とダイナボット社のTSH　RIAKIT　IIとの

相関を各種濃度を示す95例の血清を用いて検討し

た（Fig．8）．結果は相関係数，　r－0．979，回帰式

Y＝1．15x－1．43と良好な相関々係を示したが，

TSH濃度15μU／m1以下の領域では，本法の方が

やや低値に測定される傾向が窺われた．
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　10）正常値および臨床成績

　甲状腺機能正常者の18例，甲状腺機能充進症21

例および甲状腺機能低下症4例計43例の検体につ

いて血清TSHを測定した（Fig．9）．甲状腺機能

正常値の血清TSH値は1．5～8μU／ml（mean土

SD－4．1±1．8μU／m1）に分布し，甲状腺機能充進

症患者では1．0～2．5μU／ml（mean土SD－2．2±0．3

μu／mt），機能低下症では全例10　PtU／ml以上に分

布した．

IV．考　　察

　T3，　T4等の甲状腺ホルモンの血中濃度測定法

が改良され，生化学的血液検査に匹敵する迅速さ

で甲状腺機能の検査が行われつつある現在，その

上位ホルモンであるTSHも同程度の迅速性が診

断上臨床家によって要望されてきた．

　現在，臨床的に応用されているTSH測定用キ

ットは，そのほとんどが測定に2日乃至それ以上

の日数を要している．

　本法で採用している第2抗体，PEG法は測定

に要する時間を短縮するために開発され1）普及し

つつあるB／F分離法であるが，この操作によって

2nd　incubation時間を大幅に短縮することが可能

となった．本キットはPreincubation　2時間，1st

incubation　3時間，2nd・incubation　10分間と全操

作を1日で終了することができ，従来のTSH測

定法2～4）と比較して本法の大きな特長となってい

る．

　incubation温度の影響について，25°Cから37
°

Cまで検討した．その結果B／T96は大きな影響

を受けないが，0濃度と40μU／m1との間の差

から，37°Cのキットの指定どおりの温度での

incubationが適切であるといえる．

　本法の最小測定感度は1μU／m1前後で，従来

のTSH測定キット7”’9）と比較して同程度である．

　本法による標準曲線は各測定間で極めて安定し

ており，標準曲線の各点のC．V．は1．2～3．6％で，

pool血清の測定値にはロット間差が若干認めら

れる程度で，標準曲線は全く安定している点非常

に良好なキットである．
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　各測定におけるNSB値（B／Bo％）およびBo／

T％値は，有効期限内（1ケ月間）でそれぞれ1．3土

0．1％，51±二2％（n－10）であって標識TSHの

damage等各試薬の経時的な変化は少ないと考え

られる．このような標準曲線に関する安定性は，

検査室での扱いやすさと精度管理のしやすさを示

している．

　LH，　HCGとの交差反応試験の結果より，通常

の場合，これらの物質の測定値への影響はほとん

ど無視できると思われる．他のキットでも同様の

問題点を抱えているが，胞状奇胎，絨毛性上皮腫

および妊婦の場合，HCGレベルは今回交差試験

に添加したレベルよりさらに高くなるために，今

後，さらに高濃度のHCGとの交差性をみる必要

があると考えられる．

　稀釈試験および回収試験の結果は他の測定方法

同様良好であった（Fig．7，　Table　1）．

　溶血の測定値へおよぼす影響を検討したが，通

常考えられる溶血の程度では全く測定値に影響が

見られず，採血状態の悪い血清からも信頼し得る

測定値が得られると思われる．このことは，日常

のルーチン検査を行なっていくうえで大きな利点

となると考えられる．

　また，本法の精度を示すWithinassay　variation

とbetweenassay　variationは低濃度域で若干大き

いが，平均でそれぞれ6．0％，9．2％と他のTSH

測定法を用いた諸家の報告5・6）と同程度であった．

　さらに私共は，ダイナボット社TSHRIA　Kit　II

による測定値との比較を行った結果，わずかに本

キットによる測定値が15μU／m1以下の濃度域で

低値に測定される傾向をうかがわせたが，相関は

極めてよいものであった．従って，これらの結果

より本キットは従来用いられている他のTSH測

定用キットと同様，十分，ルーチン検査使用に耐

えられると考える．

　なお，本法による正常値は例数が少ないため追

加する必要があるが，従来の報告3・5）と良く一致

していた．原発性機能低下症ではいずれも14μU／

m1以上を示しており，臨床診断上本キットは充

分有用性があるものと考えられる．
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　　　　　　　　V．結　　語

　中外製薬の新しいTSH測定用キット（Thyro・

SHure）の基礎的検討を行ない，　TSH測定用キッ

トとして満足し得る結果を得た．

　本法は第2抗体一PEG法を採用することによっ

て迅速なTSH測定を実現し，また極めて安定し

た系であることから，日常のTSH測定法として

適していると考えられる．

終りに，今回の検討にあたりキットを提供いただいた

中外製薬㈱に謝意を表します．
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