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《ノート》

SPAC　T3　RIA　KITによる血中トリヨードサイロニンの測定

Studies　on　the　Measurement　of　Serum　Triiodothyronine

　　　　　　　　with‘‘SPAC　T3　RIA　kit”
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1．緒　　言

　トリヨードサイロニン（T3）は，1952年Gross

およびPitt－Riversら1）によって発見された甲状腺

ホルモンである．その高いホルモン活性にもかか

わらず血中に微量に存在するため測定が困難であ

ったが，近年，ラジオイムノアッセイの開発2－－6）

により測定が容易となり，広く臨床検査に用いら

れている．

　今回結合阻害物質にMerthiolateを用い，また

B／F分離に簡単な試験管固相法を用いたByk－Mall

inkrodt社製のスパックT3キットを使用する機

会を得たので，その基礎的，臨床的検討の結果を

報告する．

皿．測　定　法

　本キットは，B／F分離を，抗体が内壁にCoating

されている測定用チューブを用いて行っており，

操作が簡便である．

　一定量の検体または標準液およびbuffer中に溶
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解してある1251－T3を測定用チューブに加え，チ

ューブ内壁の抗体と，競合反応させ，その後チュ

ーブ内の全液を吸引除去し，抗体と結合した1251－

T3をカウントする．

　本キットには上記測定用チューブ，1251－T3溶液

（TBGのT3結合阻害剤として0．3％Merthiolate

が含まれているO．05　mol　Tris－Buffer　pH　8．9），各

標準液（0，50，100，200，400，800ng／d1）6バイアル

等が含まれている・

　以下キットの使用説明書7）に記載されている測

定法を記す．

　（1）標準液または患者血清100　ptを測定用チ

ユーブに加える．

　（2）1251－T3溶液1m1を測定用チュー一ブに分注

し，穏やかに混和する．

　（3）37°Cの温浴で，2時間（±5分）インキュ

ベートする．

　（4）各チューブの内液をアスピレーターで吸引

除去する．

　（5）各測定用チューブの放射能を計測する．

　（6）各標準液，および患者血清の測定値を標準

液Ong／dlの測定値で除し，　B／Bo（％）を求める．

片対数グラフに標準曲線を作成し，患者血清の

B／Bo（％）よりそのT3濃度を読み取る．

　Key　words：serum　triiodothyroinine，　solid－phase，

radioimmunoassay
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III．実験方法および対象

核医学　18巻10号（1981）

　標準曲線について精度，再現性，測定感度の検

定を行い，また，3種類のPool血清を用いて，

検体についても，精度（intra－assay），再現性（inter－

assay）の検討を行った．これらの数値の算出には，

われわれが先に報告した方法8）を用いた．

　インキュベーション時間，温度の検討は，標準

曲線に及ぼす影響について検討した．希釈試験は

高T3濃度の血清をOng／d1の標準液により希釈

して行った．回収率の測定は低T3濃度の血清に各

種の標準液を添加して行った．抗体の特異性の検

討において，各種T3類似物質溶液の作成は先に

報告した方法8）によった．

　臨床的検討において，対象とした症例は合計99

例であり，その内訳は，甲状腺疾患患者42例

（甲状腺機能充進症患者14例，甲状腺機能低下症

患者6例，橋本氏病患者12例，結節性甲状腺腫患

者7例，亜急性甲状腺炎3例），正常妊婦7例，

胞状奇胎患者7例，ネフローゼ症候群患者4例，

妊娠末期の健康な胎児膀帯血5例，TBG減少症

1例，肝硬変症患者5例，急性肝炎患者3例，悪

性腫瘍患者12例で，正常者は，三重大学病院職員

13例である．

IV．実験成績

　1）標準曲線

　Fig．1は本法の標準曲線を示し，各点はdupli－

cateで6回異なるassayを行って得た平均値およ

び標準偏差（再現性）を示す．B／Bo（％）はT30濃

度100（％）より，800ng／d1，17．7（％）まで下降し

良好な標準曲線が得られた．またBo／T（％）は

38．2土6．7（％）であった．

　2）標準曲線の精度・再現性・感度

　duplicateで6回のassayを行って得られた標

準曲線の精度，再現性，感度をTable　1に示す．

同一assay間のばらつきはcV．6．2（％）以下であ

り，異なるassay間のばらつきは，7．4（％）以下で

両者とも安定した成績を示した．

　最高感度は14ng／d1であり，　T3濃度200　n9／d1

以下で15ng／dl以下，200　ng／dl以上で80　ng，d1

以下であった．

　3）Pool血清より求めた測定値の精度，再現性

低，中，高濃度の3種類のpool血清において，

triplicateで6回の異なったassayを行い，合計

18回の測定より求めた精度，再現性をTable　2に

示す．Pool　1，　Poo12，　Poo13の平均値は，85．9，

160．3，350．4ng／d1であり，精度，再現性はおのおの

C．V．8．0（％）以下，　C．V．10．8（％）以下であった．

　4）インキュベーション時間の影響

　37°Cでインキュベーション時間を30，60，90，

120，180分と変化させ，標準曲線に及ぼす影響に

ついて検討した結果をFig．2に示す．いずれの

濃度においても時間の延長と共にB／T（％）は増加

したが，特に90分以下では低濃度領域での変動が

著しかった．しかし，90分以後ではいずれの濃度

B／Bo（％）

100

　　　　　　　50　　　　100　　　200　　　400　　　SOO

　　　　　　T3　concentration（ng／d～）

Fig．1　Standard　curve　obtained　by　SPAC　T3　RIA

　　　Kit．　Each　point　represents　the　mean士S．D．

　　　（reproducibility）of　duplicate　determinations

　　　in　6　different　assays．
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Table　1 Analysis　of　6　T3　standard　curves　obtained　from　6　different　assays　performed

in　duplicate．　Precision　and　Reproducibility　express　the　variation　within　each

assay　and　from　assay　to　assay，　resp㏄tively．　Sensitivity　express　the　least　amount

of　T3　distinguishable　from　the　lower　standards．
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Table　2　Precision　and　reproducibility　estimated　with　three　pooled　sera

　　　No．　of

determinations
　　　No．　of

different　assays
Mean

（ng／d／）
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Fig．2　Effect　of　incubation　time　on　standard　curve．
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でもほぼプラトーに達して変動が少なかった．

　5）インキュベーション温度の影響

　インキュベーション時間を120分と一定にし，

インキュベーション温度を25°C，37°Cとして得

た標準曲線をFig．3に示す．25°Cでは37°Cに

比し全体にB／T（％）が低値を示した．

　6）希釈試験

　Fig．4は，3例の甲状腺機能充進症患者より得

た血清をOng／dlのT3標準液で2倍，4倍，8倍

に希釈して求めた希釈曲線を示す．いつれも，ほ

ぼ原点に収敏する直線上に分布した、

　7）回収率

　Table　3は，　T3濃度がそれぞれ52　ng／dt，74　ng／

d1，124　ng／d1の患者血清の3例に50，100，200，400

ng／d1のT3標準液を添加して得た回収率を示す．

平均回収率は，50ng／dlで90．8％，100　ng／d1で

91．5％，200ng／dlで86．9％，400　ng／d1で92．6％で
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Fig．3　Effect　of　incubation　temperature　on　standard

　　　curve．

あった．

　8）抗体の特異性

　Ong／dlの標準液にL－T4，3，5－diiodo－L－thyronine，

DL－thyronine，3，5－diodo－L－tyrosine，3－iodo－L－

tyrosineを種々の濃度に添加して得た　B／Bo（％）

が50％を示す濃度より推定した．

　Table　4に示す如く，L－T3を100％をとした場合

の％cross－reactivityは，　L－T4が0．02％，3，5－diio－

dothyronineが，0．04％を示した他は，すべて

0．0001％以下であった．

　9）正常者および各種疾患例のT3濃度

　Fig．5に示す如く，13例の正常者の平均値（m）

および標準偏差（S．D．）は，132．4土16．8　ng／d1に分
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Fig．4　Dilution　curves　obtained　by　the　dilution　of

　　　three　samples　of　hyperthyroid　serum　with

　　　hormone　free　serum．

Table　3 Recovery　study，　Results　were　obtained　in　triplicate　measurements　in　a　sillgle

assay

T3　recovered
T3　added

（ng／d1） Serum　A　　Serum　B　　Serum　C
（ng／d1）　　　　　（ng／d1）　　　　　（ng／dl）

Mean士S．D．
　（ng／d1）

Percent　recovery
　　（％）

50

100

200

400

41．3

93．0

190．5

406．3

41．3

85．7

165．3

365．3

53．7

95．7

165．3

339．0

45．4±　7．2　　　　　　　　　　90．8　ti：14．4

91．5土　5．2

173．7：ヒ14．6

370．2一ト33．9

91．5±　5．2

86．9±　7．3

92．6：E　8．5
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Table　4　Cross－reactivity　of　T3　antiserum

％Cross－reactivity

1519

Compo皿d
3，3’，5－Triiodo－L－thyronine

3，5－Diiodo－thyronine

L－Thyroxine

D，L－Thyronine

3，5－Diiodo－L－tyrosine

3－lodo－L－tyrosine

100

　0．04

　0．02

ぺO．OCOI

＜0．0001

＜0．0001

布し，m土2S．D．から求めた正常範囲は98．7～

166．Ong／dlとなった．甲状腺機能充進症は，429．4

土174．9ng／d1に分布し，正常域と重なることはな

く，0．1％の危険率で有意の高値を示し，甲状腺

機能低下症は，51．2土43．6ng／d1に分布し，1％の

危険率で有意の低値を示した．

　橋本氏病は，116．1土43．4ng／d1に分布し，結節

性甲状腺腫は．118．7土28．Ong／d1に分布し，亜急

性甲状腺炎は195．0土33．2ng／d1に分布した．正常

妊婦は162．7土29．1ng／dlに分布し，596の危険率

で有意に高値となり胞状奇胎患者は314．3土86．8

ng／d～で，1％の危険率で有意の高値を示した．

ネフローゼ症候群，膀帯血は，それぞれ78．5土24．5

ng／d1，23．2土9．3　ng／d1とおのおの0．1％の危険率で

有意の低値となった．肝硬変，急性肝炎は，122．0

土27・5n9／dl，161・7土39．5　n9／d1に分布し，悪性腫

瘍は88．2土46．2ng／d1と5％の危険率で有意の低

値を示した．1例のTBG減少症は86　ng／d1と低

値を示した．

　10）T3リアキットHによるT3値との比較

　対象とした99例の各種症例について，本法によ

り測定したT3値と，　T3リアキットII（ダイナボ

ットRI研究所）による測定値を比較検討した成

績をFig．6に示す．

　両者の測定値の間には，相関係数0．979で，0・1

％以下の危険率で有意の相関を認めた．本法によ

るT3値（Y）とT3リアキットIIによるT3値（X）

の間にはY＝1．022X＋7．396の回帰直線が，得ら

Diagnosis No．of
cases
Mean土S．D．

0 100 200
　　　　T3　concentration（ng／d’）

300　　　　400　　　　500　　　　600 700 800

Normal 13 132．4±16．8
」●・・

‘ ‘　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　‘ 1 1

Hyperthyroidism 14
　　　　申傘傘

429．4士174．9
●…　●　●　●●　　　　●　　　●　●● ● ●

Hypothyrodism 6
　　　　　　●＊

51．2土43：6 3 ●　●●P

nashimoto’s
　　thyroiditis

12 116．1±43．4 ● ・マ・《P

Nodular　goiter 7 118．7±28．0 ⇔句ρθ

Subacute　、　　thyrolditls

3 195．0土33．2 ●　●　　●

Pregnancy 7
　　　　　　　傘

162．7±29．1 ●●●●’ ●

Molar　pregnancy 7
　　　　　　⑨寧

314．3：と86．8 ●● ● ●●　●　　●

Nephr・tic

　　syndrome
4

　　　　　＊＊＊

78．5：±24．5 ●●●●

Cord　blood 5
　　　　　＊＊●

23．2士9．3 “
Liver　cirrhosis 5 122．0土27．5 ●●●●●

Acute　hepatitis 3 161．7土39．5 ● ●●

Sick 12
　　　　　　＊

88．2±46．2’
● 8㊨．・・

＊ Pく0．05．

⑧　TBG　deficiency

＊＊ P＜0．01　t＊1＊Pく0．001

Fig．5　Serum　T3　concentration　in　various　physiological　and　pathological　states．
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Fig．6　Correlation　between　serum　T3　values　with

　　　SPAC　T3　Kit　and　those　with　T3　RIA　KIT　II．

れ，ほぼ一致した値が示された．

V．考　　案

　固相法によるRIAは，一般に簡便であり，特

に本法の様な抗体をtube内壁にcoatingした試

験管固相法は，短時間で大量処理が可能となり，

自動化においても適している．BF分離に要する

時間は，100検体で約10分で可能であり，他の遠

心操作を要するassayより著しく簡単である．

　他の固相法と同様に，標準液O　ng／d1のtota1

にcount対する％すなわちBo／T（％）は6回の測

定で平均値土標準偏差38．2土6．7であり，全体に低

値の傾向があった．しかし，B／Bo（％）にょり，

plotした標準曲線は，安定しており，intra－assayで

C．V．6．2（％）以下，　inter－assayでも，7．4（％）以下

と良好であった．また，最高感度は14ng／dl，　T3

濃度200ng／dlまで15　ng／d1以下，200～800　ng／d1

で80ng／dl以下であり，臨床的に十分満足される

値であると思われる．

　Pool血清より求めた精度，再現性はいずれも

良好でそれぞれC．V．は8．0％以下，10．8％以下

であった．

　インキュベーション時間の影響は標準曲線の変

動が90分以上でほぼプラトーに達しており，また，

標準曲線の勾配も充分となり原法の120分で妥当

であると思われた．また，インキュベーション温

度については，25°Cに比し，37°Cの方がB／T（％）

は全体に高くなり，この原因として反応速度の関

与が推察された．この結果からインキュベーショ

ン温度は，37°C一定で行うべきと考える．

　希釈曲線は，ほぼ直線上に分布しており，800

ng／d1を越す血清については，希釈測定が可能と

思われた．各種T3濃度の血清にT3を添加して行

った回収率は平均90．45％で幾分低値の傾向があ

ると推察された．T3類似物質に対する交差反応は，

T4と0．02％，T2と0．04％認めたが，実際測定上

ほとんど問題とならないと思われる．

　本法による正常者の平均値と標準偏差は132．4

士16．8ng／dlであり，2S．D．までを正常範囲とす

ると，98．7～166．Ong／d～となり，諸家の報告9・1D

とよく一致した．甲状腺機能充進症および機能低

下症は，正常値に比し有意の差で高値，低値とな

り，良好な分離が得られた．橋本氏病では低値の

ものもあり，結節性甲状腺腫は，正常範囲に，亜

急性甲状腺炎は，高値となる傾向があった．正常

妊婦のT3濃度増加は，軽度でありTBGの増加に

伴うと考えられるが，胞状奇胎の増加は，著しく

甲状腺機能充進症の領域にあり，この原因として

胞状奇胎より甲状腺刺激物質が分泌され12・13’，そ

れは恐らくHCGによるものであろうと考えられ
ている14・15）．

　TBGの減少するネフローゼ症候群では有意の

低値を示し，TBG減少症の1例も低値を示した．

麟帯血は23ng／d1と著しい低値を示した．他の文

献16）でも明かな低値を示すことが報告されており，

この原因としてT4からT3への転換が減少し，

reverse　T3への転換が増加すると考えられている．

木村らの報告17）では出生後2時間でT3は急速に

増加し，正常高値となりこれは酸素の投与によっ

て促進されるという．肝硬変は，正常範囲に分布

し，急性肝炎の中には，やや高値を示すものがあ

った．悪性腫瘍例の中には明らかな低値を示すも

のがあり，推計学的にも5％の危険率で有意の低
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値を示した．甲状腺疾患以外の重症患者18），手術

後18），あるいは，飢餓状態19）などでfree　T3およ

びT3が低下していることが報告されており，この

原因として末梢でのT4からT3への転換の低下

が推定されている19）．

　同一検体をT3リアキットII（ダイナボット社）

にて測定したT3値は，本法と良好な相関（r＝0．979）

を示し，ほぼ一致した値が得られた．

VI．ま　と　め

　固相法によるスパックT3キットについて基礎的，

臨床的検討を行った．

　1）本法は，tubeに抗体がcoatingされており，

操作が簡便かつ，短時間処理が可能である．

　2）標準曲線は精度，再現性ともに安定してい

る．

　3）インキュベーション時間，温度は，原法の

120分，37°Cで満足される．

　4）希釈曲線は，ほぼ直線上に分布しており，

回収率も平均90．45％で良好である．交差反応は，

T40．02％，T20．04％認めるが日常検査を十分満足

している．

　5）正常者は，98～166ng／d1で甲状腺機能充

進症，低下症とも有意に高値，低値であり，良好

な分離が認められた．その他各種甲状腺疾患およ

びその他の疾患で従来の報告とよく一致した．

　6）同一検体をT3リアキットIIによるT3値と

の相関はr－0．979と良好な相関関係を得た．

　最後に検体の採取に御協力頂いた産婦人科村田和平先

生，放射線科古川勇一先生に感謝します．また，キット

を提供された第一ラジオアイソトープ研究所に謝意を表

します．
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