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Amerlex　Free　T4　Radioimmunoassayに関する

　　　　　基礎的ならびに臨床的検討
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1．はじめに

　活性型甲状腺ホルモンには，triiodothyronine

（T3）1）とthyroxine（T4）2・3）の2種類が知られてい

る．血中濃度でみるとT3：T4－1：50とT4が断然

多いため，長らく後者が血中甲状腺ホルモンレベ

ルの指標とされてきた．血中におけるT4は，そ

のほとんどがthyroxine結合蛋白と結合して存在

する4）が，実際のホルモン作用を発現するのは，

遊離型のT4（free　T4，　FT4）であると考えられてい

る5・6）．そのため，臨床的にはFT4量を測定する

ことは，きわめて意義のあることだといえる．

FT4の測定法としては，平衡透析法7・8）がすぐれ

た方法として知られてきた．しかし，多量の血清

試料を必要とし，操作も繁雑であるなどから，日

常臨床検査法として，一般的普及をみるまでには

いたらなかった．最近radioimmunoassay（RIA）

によるFT4の測定が注目されるようになった9）．

われわれは，今回，あらたにFT4のRIAとして

開発された，Amerlex　FT4　RIAにつき，その基

礎的，および臨床的検討を行ったので，その成績
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につき報告する．

II．方法および対象

　検討にはAmerlex　FT4　RIAを用い，実際の測

定手順はTable　1に示すごとくに行った．

　1．基礎的検討

　異なる8回の測定で得られた標準曲線をmean

士S．D．で求め，その安定性および再現性をみた．

　インキュベーション時間，およびインキュベー

ション温度が測定系に与える影響につき比較検討

した．すなわち，インキュベーション時間を，30

分，60分，90分，および120分と変えた際のそ

れぞれの標準曲線につき比較検討した．一方，イ

ンキュベーション温度を4°C，37°Cおよび室温

（23°C）とかえた際のそれぞれの標準曲線について

も比較検討した．

　同一測定内（n－8）における再現性をみる目的

で，濃度の異なるA，B，　Cの3種類の血清試料を

用い検討した．また異なる6回の測定間における

再現性についても，濃度の異なるD，E，　F，　G，4

種類の血清試料を用い検討した．

　2．臨床的検討

　本測定法を用い，144例の血中FT4値を測定し

た．これらの内訳は，甲状腺機能充進症42例，甲
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状腺機能低下症34例，euthyroid　stateにある甲状

腺疾患33例，TBG欠損症1例，妊婦11例，およ

び健常人23例であった．

　本測定法で得られたFT4値の客観的評価を目

的として同時にFree　T4　indexを求め，また94例

については同時にGammaCoat　FT4　Kit（トラベ

ノール株式会社）で，また48例については同時に

平衡透析法でもそれぞれFT4値を測定し，得ら

れた測定値を比較検討した．

　TBG異常症におけるAmerlex　FT4値の評価を

目的として，妊婦11例およびTBG欠損症1例に

ついては，FT4値と同時にT3－resin　uptake，　total

T3，　total　T4，　FT4　indexおよびTBGをそれぞれ測

定あるいは算出し比較した．なお，T3－resin　uptake

はTriosorb－S，　total　T3はT3　RIA　Kit　II，　total　T4

はT4　RIA　Kit　II，（いずれもダイナボットRI研

究所製），FT4　indexはT7値，　TBG濃度はTBG

（corning）RIA　Kitでそれぞれ測定あるいは算出

した．

皿1．成　　績

　1．基礎的検討

　異なる8回の測定で得られた標準曲線をmean

±s．D．で求め，　Fig．1で示した．　Fig．1でも明ら

かなごとく，安定した再現性にすぐれた標準曲線

が得られることが確かめられた．インキュベーシ

ョン時間を，30分，60分，90分，および120分と

変えた際の標準曲線をFig．2に示した．　Fig．2で

も明らかなごとく，インキュベーション時間が長

くなるにつれ，B．％の増加が認められたが，60分

以上のインキュベーションでは，有意の差異は認

Table　l　Assay　pro㏄dure　of　Amerlex　FT4　Radio－

　　　　lmmunoassay

1）Standards　or　Assay　samples　　　．＿＿，．．100μ

2）1－125－T4－X　solution　　．．．．．．．．．．．．．．．．．．500μ

3）Amerlex－Anti－T4　solution　　　．＿．．．．．．．．500　＃1

　　　↓Mixed・and　i・・ub…f・・6・mi…37°C

4）Centrifuge　for　15　min　at　15009

5）Decant　the　supematant

6）Count　and　calculate　the　assay　results

められず，60分のインキュベーションで十分との

成績が得られた．また，インキュベーション温度

については，4°C，37°C，および室温（23°C）につき

比較したところ，Fig．3に示したごとく37°Cで

最も良好な標準曲線が得られることが確かめられ

た．

　同一測定内および異なる測定間における再現性

をTable　2で一括した．この表から明らかなごと

く，同一測定内での再現性はC．V．が4．3％～5．3％

の範囲を示し，異なる測定間での再現性もC．V．が

2．6％～7．4％の範囲を示した．

　2・臨床的検討

　本測定法を用い，144例の血中FT4値を測定し

た結果をFig．4で一括した．　Fig．4でも明らか

なごとく，それぞれの病態を反映した成績が得ら

れた．すなわち，健常人23例では1．09～1．96ng／dl

の範囲を示し，平均1．47土0．24ng／d1であった．
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Fig．2　Effect　of　incubation　time　on　the　standard

　　　curve　of　Amerlex　FT4　Radioimmunoassay．
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Fig．3　Effect　of　incubation　temperature　on　the

　　　　standard　curve　of　Amerlex　FT4　Radio－

　　　　1mmunoassay・

　　　　Table　21ntraassay　and　interassay　reproducibility　of　Amerlex　FI’4　radioimmunoassay

　　　　　　　　system
（1）　Intraassay　reproducibility

Assay　results（ng／dt）

1 2 3 4 5 6 7 8 Mean　S．D．
C．V．（％）

Serum　A．

Serum　B．

Serum　C．

0．67

1．48

4．81

0．66

154
4．72

0．59

1．49

4．78

0．65

1．53

5．42

0．64

1．50

5．21

0．63

1．65

5．29

0．64

1．50

5．12

0．68

1．67

5．13

0．65

1．55

5．07

0．03

0．07

0．27

4．3

4．8

5．3
●

（2）　Interassay　reproducibility

Assay　results（ng／dl）

1 2 3 4 5 6 Mean SD．
C．V．（％）

Serum　D．

Serum　E．

Serum　F．

Serum　G．

0．65

1．02

2．50

3．96

0．65

1．00

2．86

4．03

0．62

0．98

2．46

4．07

0．65

1．01

2．50

4．66

0．66

0．98

2．61

4．31

0．67

1．07

2．50

4．67

0．65

1．Ol

2．57

4．28

0．02

0．03

0．15

0．32

2．6

3．3

5．8

7．4

妊婦11例とeuthyroid　stateの甲状腺疾患群33例と

ほぼこの領域に分布することが確かめられた．こ

れに対し，甲状腺機能充進症42例では，全例で

3．35ng／dl以上を示し，甲状腺機能低下症34例で

は，全例で0．85ng／dl以下であった．これに対し，

TBG欠損症1例では1．36　ng／dlであった．本測
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Fig．4　Assay　results　of　Amerlex　FT4　Radioimmunoassay　in　various　thyroid　deseases

　　　　　and　normal　controls．
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Correlation　between　Amerlex　FT4　values　and　FT4　index（T？）in　various　thyroid

statUS．

定法で血中FT4濃度を測定した144例については

同時にFr4　index（T7）を求め，両者を比較した成

績をFig．5で示した．　Fig．5でも明らかなごとく，

両者の間には相関係数r＝＋0．971，y＝0．73x－O．33

と良好な相関関係を示すことが確かめられた．ま

た，GammaCoat　FT4　RIAとの測定値の比較で
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Fig．6　Correlation　between　Amerlex　FT4　values　and　Gamma　Coat　FT4　values　in　various

　　　thyroid　status．
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Fig．7　Correlation　between　Amerlex　FT4　values　and

　　　FT4　values　measured　by　equilibrium　dialysis

　　　in　various　thyroid　status．

は，Fig．6で示したごとく，両者の間には相関係

数r－＋0・94，y＝0．69x＋0．21．平衡透析との比較

ではFig．7に示したごとく，両者の間には相関

係数r＝＋0．85，y＝0．98x＋0．51と，いずれも良好

な相関関係を示すことが確かめられた．

　Euthyroid　stateにあるTBG異常症でのFT4値

の評価を目的に，妊娠11例およびTBG欠損症1

例では，さらにT3－resin　uptake，　total　T3，　total　T4，

Fr4　index，およびTBG濃度を同時に測定ある

いは算出し，その成績を比較した（Fig．8）．この

表から明らかなごとく，T3－resin　uptakeは，妊婦

では11例中7例で低値，1例で正常下限を示し，

またTBG欠損症1例では著しく高値を示した．

Total　T3値は，妊婦11例中7例で高値，1例で正

常上限を示し，TBG欠損症1例では低値を示し

た．Total　T4値は，妊婦11例中7例で高値を示し，

TBG欠損症1例では低値を示した．　TBG濃度は，

妊婦11例中10例で高値，1例で正常上限を示し，

TBG欠損症1例では測定感度以下を示した．こ

れらの症例のAmerlex　FT4値とFT4　indexをみ

ると，いずれも正常域に分布し，特にTBG欠損
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症1例ではFT4　indexよりもFT4値が，その真

の甲状腺機能を反映する成績が得られた．

IV．考　　案

　血中thyroxineは，そのほとんどがTBGを主

とするthyroxine結合蛋白と結合し，一部がfree

として存在する4）．このfree　thyroxine（FT4）は，

正常人ではtotal　T4の0．02～0．0396の割合と考え

られ，ホルモン作用を発現する主役と考えられて

いる5・6）．FT4の測定は，従来，平衡透析法7・8）が

代表的方法とされているが，操作が繁雑であるな

ど，日常臨床検査法として応用するには難点があ

った．血中甲状腺ホルモン測定法の進歩に伴い，

total　T4については，日常臨床上簡単に測定する

ことが可能である10）．しかし，total　T4はFig．8

でも示したごとくTBGの影響をうけるため11’12）

さらにFT4量の測定が必要となる場合が少なく

ない．近年，Radioimmunoassayによる血中FT4

量の測定に関心が集まり9），すでにいくつかの測

定法が提供されつつある．これらの測定法の原理

をみると，total　T4測定用キットを用いたものや，

マイクロカプセルを用いたものがある．われわれ

が検討したAmerlex　FT4は，抗T4抗体をAme－

rlex粒子に結合させた，いわゆる固相法で，　FT4

測定用として開発されているため，TBP結合T4

とFT4の平衡関係にほとんど影響を与えず，真

のFT4値に近い測定値が得られるよう抗体量が

調整され，また，1251－T4には，　T4誘導体を用い

ることで，抗T4抗体とのみ特異的に結合し，反

応液中のTBPとは結合しないよう工夫がなされ

ている．平衡透析法との測定値の比較では，r－

＋0．85，y＝0．89x＋0．51と良好な相関が認められ，

GammaCoat　FT4との測定値の比較でもr－
＋0．94，y－0．69x＋0．21と良好な相関関係が確かめ

られた．さらに今回検討に供した144例全例にお

いて，FT4　index（T7）を求め比較したところr－

＋0．97，y－o．73x－o．33との成績が得られた．これ

らの成績は，Amerlex　FT4で得られる値が，従来

3 4 5 6 7 8 9　（ng／d1｝

Pτee　T4　index（T7） ▲・●・…・8

0 5　　　　　　　　1b　　　　　　　　i5　　　　　　　20

一一
　…晶＼ べ　　　・

．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

0 20 25 30 35 40 45 50　（1）

Toヒa1　T　3

・珍

こい
▼　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

0 100 200 300 400 500 600 800　（nq／d1）
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　　　　　　0　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　20　　　　　　　　30　　　　　　　　　40　　　　　　　　　50　　　　　　　　　60　（pg／m1｝

Fig．8　Amerlex　FT4，　FT4　index，　T3－RU，　total　T3，　total　T4　and　TBG　values　in　pregnant

　　　women（●）and　TBG　deficiency（▲）．
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FT4の指標とされてきた方法とよく一致すること

を意味している．さらに重要なことは，得られる

測定値が患者の病態を反映したものであるかにあ

るといえる．これに関し，144例の症例を用い検

討した成績では，満足できる結果が得られた．す

なわち，健常人と甲状腺機能充進症，健常人と甲

状腺機能低下症との区別は明確であった．慢性甲

状腺炎，結節性甲状腺腫，単純性甲状腺腫，などの

euthyroid　stateにある甲状腺疾患群では，健常人

の領域とよく一致することが確かめられた．特に

妊婦11例やTBG欠損症1例のTBG異常症では，

FT4値は，健常人の範囲に分布することが確かめ

られた．これらの成績は，本測定法が血中TBG

濃度にそれ程強い影響を受けずに真のFT4値に

近い値が得られるとする説明を，ある程度裏付け

ていると思われる．

　RIAによる血中FT4の測定法の問題点として，

TBG増加症のFT4値については，ほぼ満足でき

るが，甲状腺機能低下症やTBG欠損症のFT4値

が，真のFT4値を反映しうるか否かにあるとの指

摘がある．これについては，Fig．4およびFig．8

で示したごとく，われわれの成績では，特に問題

となる成績は得られなかった．例えば，TBG欠

損症を例にとると，Amerlex　FT4値が1．36　ng／d1

と正常範囲であったが，この値は平衡透析法によ

る値1．2ng／dlともよく一致する成績であった．

本症例は，T3－resin　uptake（49．8％）は高値を示し

たが，total　T3（47　ng／dt）とtotal　T4（2．0μ9／dl）は

いずれも著しく低値であった．しかし，TSH（1．3

μU／ml）は上昇しておらず，　BMR（＋15％），甲状

腺1－123摂取率（16．7％）はいずれも正常であった．

自覚症状や他覚的異常所見が全くないことから，

臨床的にはeuthyrOid　stateにあると思われた．し

かし，FT4　index（0．996）が低値であることから，

検査所見と臨床所見との間に解離が生じ，本症例

の病態の説明が困難であった．ところがAmerlex

FT4値でみると正常であったことから，本症例の

病態の説明が容易となった．このことから，Am－

erlex　FT4値が甲状腺機能低下症やTBG欠損症

においても，その臨床病態を比較的よく反映した
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成績が得られることを示唆していると考えられる．

　FT4値測定法にあっては，理論的にはどの測定

原理に基づく方法であれ，その測定値はT4・TBG

を主とするT4－TBPの影響を受けているものと考

えられる．問題はその影響をいかに少なくした測

定系を確立しうるかにあるといえる．その点

Amerlex　FT4　RIAは，その影響を最小限度にと

どめえた測定系ということができる．

V．結　　語

　Amerlex　FT4　RIAに関し，基礎的ならびに臨

床的検討を行い以下の結論をえた．

　（1）標準曲線の再現性や精度，同一測定内およ

び異なる測定間における再現性，など測定法に要

求される諸条件を満足することを確かめた．

　（2）インキュベーション温度は37°C，インキ

ュベーション時間は60分でより良好な標準曲線が

得られた．

　（3）健常人（23例）における測定値は1．09～1．96

ng／d1の範囲を示し，平均1．47土0．24　ng／dlであ

った．妊婦（11例），TBG欠損症（1例），および

euthyroid　stateの甲状腺疾患群（33例）も，その測

定値は健常人と同様の範囲に分布した．

　（4）甲状腺機能充進症（42例）と健常人（23例），

健常人（23例）と甲状腺機能低下症（34例）との区

別は明確であった．

　（5）本測定法で得られた測定値は，FT4　index

（T7）とはr＝十〇．97，　y＝0．73x－0．33，　GammaCoat

FT4とはr＝＋0．94，　y＝0・69x＋0．21，また平衡透

析法とはr－＋0．85，y＝0・98x＋0．51といずれも良

好な相関関係が認められた．

　稿を終るにあたりAmerlex　FT4　RIA　Kitの提供をい

ただいた科研化学株式会社に謝意を表します．
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