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Lはじめに
　近年，カルシウム（Ca）代謝に関する研究の進

歩は著しく，Ca代謝異常を呈する疾患の病態解

明には副甲状腺ホルモン（PTH），カルチトニン，

ビタミンDなどのCa調節ホルモンの測定が必

須のものとなった．というのは，これらCa調節

ホルモンは相互に複雑に関与し，血中Ca濃度を

微妙にコントロールしているためである．

　副甲状腺から分泌されたPTHは，血中では

intactな（1～84）PTHの他に，生物学的活性をも

ったN末端フラグメントや不活性なC末端フラ

グメントが存在する1）．したがって，血中に存す

るPTHは免疫学的に多様性を示すので，radioim－

munoassay（RIA）で測定する場合には，用いる抗
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体の特性により，異ったPTH値を示すことがあ

る．PTHのRIAの第1の問題点は，この血中

PTHのimmunological　heterogeneityであり，第

2はヒトの（1～84）PTHの合成が現在のところ不

可能であるので，ウシやブタのPTHを使用した

系で，ヒト血中のPTH濃度を測定していること

である2）．

　今回，著者らはヒトC末端（65～84）PTHを

tracerおよびスタンダードに使用したRIA　kit

（RIA－mat　PTH，　Byk－Mall　inckrodt社）を使用す

る機会を得て，その基礎的および臨床的検討を行

ったので，報告する．

II．測定方法および検討対象

1．kitの内容

　スタンダードのヒト（65～84）PTH濃度は，ヒ

ト（1～84）PTH等価として表示されている．スタ

ンダードは，10ng／mlを溶媒（0．4％BSA，0．l　M

Key　wordsl　Parathyroid　Hormone，　Radioi㎜皿o・

assay，　Human　Carboxyl　Terminal　PTH，PTH　Fragment，

Immunoheterogeneity．
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borate　buffer，　pH　8．4）にて倍々稀釈し，5，2．5，

1・25，0．62，0．31，0．15　ng／mlの濃度にして使用し

た．tracerは，1251一ヒトtyr－（65～84）PTHを用い，

抗体は，intact　bovine　PTHで免疫して得られた

chicken抗血清を使用した．第2抗体としては，

rabbit　anti－chickcn　precipitating　complexを用い

た．

　2．測定方法
　RIA－mat　PTHの測定方法をTable　1に示す．

スタンダードまたは患者血清100　P1に，抗体200

μ1を加え，混和後4°C，20時間にてincubateし

た．なお，比特異性の結合を評価するために，溶媒

のみ300μ1を加えたチューブを同様にincubate

した．その後，tracer　200　Ptlを加え，さらに4°C，

20時間incubateした．次いで，第2抗体500μ1

Table　l　Protocol　for　Human（65－84）PTH　RIA

19巻3号（1982）

　　を加え，混和後，室温で2時間incubateした．

　　BIFの分離は，4°C，20分間，2，500　gにて遠心後

Standards　or　Non－specific
Sample　　　　Binding

行った．上清を吸引後，沈渣部分のカウントを測

定した．

Diluent

Standard　or　Samplc

PTH　Antibody

　0μ～　　　　300μ1

100　　　　　　　0

200　　　　　　　0

　↓

Mixing
Incubation　for　20　hrs．　at　4cC

　↓

　　200μ∫

　↓

Mixing
Incubation　for　20　hrs．　at　4こC

　↓

　　500μ／

　　　　　　　　III．結　　果

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および感度

　Fig．1に代表的な標準曲線を示す．

　PTH濃度0．16ng／m1でのB／Bo（％）は，97士

1％を示し，Ong／mlのそれとは統計学的に有意

に異なるので，この点（0．16ng／ml）を最小検出感

度とした．したがって，本kitでは，0・16～10

ng／mlの範囲で血中PTHの測定が可能であった．

また，non－specific　bindingは0．94％を示した．

　2）特異性の検討

　Fig．2は，　PTHの種々のフラグメントを用い

たRIA－mat　PTHのspecific　studyを示す．ヒト

（65～84）PTHの標準曲線とヒト（53～84）PTHお

1251－・PTH

Rab　5－　it－a　nti－Chicken

Precipitating　Reasent

　↓

Mixing
Incubation　for　2　hrs．　at　Roo：n

Temperature

　↓

Centrifugation　at　2，500　xg　for

20min．　at　4°C

Asspiration　ofSupernatant　and

（Jountlng

Activity　of　Preciρitatc

BIBo

100

80

6c

40

～…1’25 ㌦＿二、i，、lent　．，9

Fig．1　Standard　curve　and　assay　sensitivity．
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B∫Bo｛％｝

100 X（1－34）h・PTH

｛1　－Mib　－PTH

　　　　0

　　　　　0　　　　　　1　　　　　10　　　　　100　　nglmt
　　　　　　　　　　　　　　　　　｛1－M）h－PTH　EquivaIents

Fig．2　Specific　study　using（1－84）b・PTH，（53－84）h・PTH，（1－34）h－PTH　and（1－34）b－PTH．

よびウシ（1～84）PTHの稀釈曲線とは平行し，

50％inhibitionの検討では，それぞれ72および

56％の交叉を認めた．一方，ヒト（1～34）PTH

およびウシ（1～34）PTHとは，100　ng／m1の濃度

でも交叉反応は観察されなかった．

　3）　precision

　Table　2は，　intraおよびinter－assayのprecision

を示す．intra－assayでのCVは，低濃度検体では

10．9％、高濃度検体では3．6％であった．一方，

inter－assayでのCVは，低濃度検体では19．0％，

高濃度検体では8．0％であった．

　4）　accuracy

　i）　reCOvery　teSt

　Fig．3は，　recovery　testの結果を示す．慢性腎

不全，原発性副甲状腺機能充進症検体共に，5ng／

m1以下のPTH濃度では，実測値と理論値は良

好な一致を示した．しかし，5ng／m1以上の濃度

では，実測値の方が理論値より高値であった．

　ii）　dilution　test

　Fig．4は，　dilution　testの成績を示す．慢性腎

不全検体では，5ng／ml以下のPTH濃度で良好

な直線性を示した．一一方，1．8ng／mlのbasal　PTH

濃度を示した原発性副甲状腺機能充進症では，32

Intra－assay

Table　2　Precision　study

No． Mean土S．D．（ng／ml） C．V．（％）

〆

0
1
0

0．23：｛：0．025

3．02十〇．11

0
ノ
ー
0
0
3

1

Inter－assay

No． Mean土S．D．（ng／m’） C．V．（％）

6
／
0

0．30土0．057

3．62土0．29 0
0

Q
／
8

1

倍稀釈まで十分な直線性が観察された．

　5）PTH「栄研」測定kitによるPTH濃度と

の相関性

　RIA－mat　PTHによる測定値（x）とPTH「栄研」

による測定値（y）との相関関係をFig．5に示す．

y＝o．417x＋0．150なる関係が得られ，また相関係

数r＝0．90と良好な正相関が認められた．

　2．臨床的検討

　1）正常値

　20～30歳20例のの正常PTH濃度は，0．25土0．15

ng／m1であった．

　2）各種Ca代謝異常疾患におけるPTH濃度

　Fig．6は，各種Ca代謝異常疾患におけるPTH

濃度を示す．原発性副甲状腺機能充進症14例の
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Dilution

Dilution　test．

1

うち腎結石型1例を除き，全て高値であった．特

発性副甲状腺機能低下症では4例全例が，悪性腫

瘍による高Ca血症では4例中3例がPTHの低

値を示した．慢性腎不全では7例全例が極めて高

値を呈した．骨軟化症3例のうち2例と腎・尿路

結石のうち2例が，PTHの高値を示した．骨粗

髭症2例では正常値であった．

　3）Parathyroidectomy前後のPTH濃度の変動

　Fig．7は，　renal　osteodystrophyを合併した慢

性腎不全例のparathyroidectomy前後のPTH濃

度の変動を示す．parathyroidectomyの不成功例

の2例では，術後1週間目でもPTH濃度の低下

が観察されなかった．一方，成功例の3例では，

術後1週間目に有意の低下を認めた．

　4）原発性副甲状腺機能充進症患者における甲

状腺静脈血中のPTH濃度

　頸部静脈血中のPTH濃度の成績をFig．8に示

す．右鎖骨下静脈血中では2．Ong／m1，右下甲状腺

静脈血中では1．6ng／mlのPTH濃度を示し，他

の部位よりやや高値であり，右下副甲状腺腫瘍と

診断された．手術により同部に2gの腺腫が確認

された．

　5）EDTA負荷試験
　EDTA負荷時の血中PTH濃度の変動をFig．9

に示す．RIA－mat　PTHにより測定されたPTH

の方が，PTH「栄研」kitにより測定されたPTH

より，強く反応することが観察された．
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Fig．6　Serum　PTH　concentration　in　normal　subjects　and　patients　with　various　disorders

　　　　of　deranged　Ca　metabolism．

IV．考 案

　PTHのRIAは，従来より種々の問題点が指摘

されている．その第1は，血中にはPTHの免疫

学的な多様性が存在することである．つまり，完

全な（1～84）PTHの他に，（1～34）のN末端PTH．

（35～84）のC末端PTH，（17～39），（48～63），（65

～78）などの種々のサイズのPTHフラグメント

が血中に存在している1）．

　したがって，使用する抗体の特性の違いにより，
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Fig．8　PTH　concentration　in　selective　thyroid　venous

　　　sampling　in　a　patient　with　right　lower　parathy－

　　　roid　adenoma．

血中PTHは異なる値をとり，　assay系が異なれ

ば，各研究室間の相互の比較が困難となる．第2

の問題点としては，ヒト（1～84）PTHの完全な合

成が未だ不可能なため，スタンダードやtracerに

ウシやブタの高度精製PTHを用い，それらで作

成した抗体の交叉反応性を利用し，ヒト血中PTH

の測定を行っていることである4）．現在まで，ヒ

トPTHの全アミノ酸構造は決定され，　N末端の

ヒト（1～34）PTHやC末端のヒト（53～84）PTH

を用いたRIA系が開発されている5・6）．今回，著

者らは，（53～84）PTHよりもC末端により近い

フラグメントである，ヒト（65～84）PTHを標準

およびtracerとして使用したRIA　kit，　RIA－mat

PTHの基礎的および臨床的有用性を検討した．

　RIA－mat　PTHは，最小検出感度は0．16　ng／m1
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であP，Io　ng／mlまでの範囲で血中PTHの測定

が可能であった．この成績は，従来のPTH測定

kitと同等以上であった3）．本kitはウシおよびヒ

ト（1～34）PTHとは全く交叉反応を示さず，ヒト

（53～84）PTHおよびウシ（1～84）PTHと，おの

おの72，56％の交叉反応性を認め，C末端に特異

的な系であることが示された．precisionに関し

ては，低濃度でのintra，　inter－assayのC．　V．は，

それぞれ10．9，19．0％とやや大であったが，高濃

度ではIO％以下であり，ほぼ満足される結果が

得られた．accuracyの点では，　recovery　test，　di－

Iution　test共に，5ng／ml以下の濃度で良好な成

績が示された．しかし，5　ng／ml以上の検体，特

に慢性腎不全症の血清では稀釈して測定すること

が必要であった．PTH「栄研」kitによるPTH

測定値はRIA－mat　PTHによる測定値の約40％

を示した．また，両者の間にはr－0．90と有意の

正相関が認められた．

　正常者のPTH濃度は，0．25土0．15ng／mlを示

し，比較的狭い範囲に分布した．原発性副甲状腺

機能充進症の14例中13例が，PTH濃度の高値

を示し，診断に極めて有用であることが示された．

特発性副甲状腺機能低下症では，PTH分泌欠乏

を反映して，全例PTH低値を呈した．慢性腎不

全では．PTH濃度は著明に高値であった，この原

因としては二次性甲状腺機能充進症の存在の他に，

PTHの腎での代謝障害が考えられた．つまり，

副甲状腺から分泌されたintactなPTHは，肝で

生物学的活性をもつN末端PTHと生物学的活

性のないC末端PTHとに切断され，　C末端PTH

は腎尿細管から排泄される7）．ところが，腎障害時

には，C末端PTHは排泄されずに，血中に長く

滞まる．この不活性なフラグメントは，RIA－mat

PTHで強く検出されるためと考えられた．

　PTH　RIA　kitを臨床的に評価する基準の一つ

としては，正常者とPTH過剰または欠乏者を明

確に区別できるか否かである．RIA－mat　PTHは，

各種疾患の血中PTH濃度の成績から，この基準

は十分満足することが示された．この点，従来の

キットよりも優れているが，renal　osteodystrophy

459

を合併した慢性腎不全でのparathyroidectomy後

の血中PTH濃度の変動は，手術成功例では術後

3時間～1日では明らかでなく，1週間目に有意

のPTH濃度の低下が観察された．これは，腎障

害のない原発性副甲状腺機能充進症でのparathy－

roidectomy後のC末端PTHの動きとは異なる．

腎障害のない場合の血中C末端PTHの正常化

は数時間と報告されているのに比して，腎障害時

は明らかに延長しており，腎障害の際にはC末

端の評価には十分注意することが必要と思われ
た8）．

　原発性副甲状腺機能充進症例の術前の副甲状腺

腫瘍の局在診断として，選択的に得られた甲状腺

静脈血中のPTH濃度の測定を行った．右下副甲

状腺腺腫が手術により確認されたが，右下甲状腺

または右鎖骨下静脈のPTH濃度は，他の部位に

比して，1．2～1．7倍に過ぎず，明らかな有用性は

認められなかった．

　PTH分泌刺激試験として広く施行されている

EDTA負荷試験では，　RIA－mat　PTHにて測定さ

れたPTHが，ウシPTHを用いた系よりも，低

Ca血刺激に対し，強く反応することが認められ

た．したがって，機能検査としては，RIA－mat

PTHでの測定が有用であると思われた．

　上記のように，RIA－mat　PTHによる血中PTH

濃度の測定は，基礎的検討でほぼ満足される成績

が得られ，臨床的検討でも十分有用な情報が与え

られることが認められたので，今後広く使用され

るべきkitと思われた．

V．結　　論

　ヒト（65～84）PTHを使用した，　RIA－mat　PTH

を用い，基礎的および臨床的検討を行った．

　最小検出感度は0．16ng／mlであり，C末端に特

異的な系であることが認められた．precision，　ac－

curacy共に，ほぼ満足される結果が得られ，　PTH

「栄研」kitとの相関性では，　y＝0．417　x＋0．150，

r＝0．90なる関係が認められた．正常値は0．25土

0．15ng／m1を示し，原発性副甲状腺機能充進症で

は14例中13例が，慢性腎不全では7例全例が
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PTH高値を示した．一方，特発性副甲状腺機能

低下症では4例全例がPTH低値であった．慢性

腎不全でrenal　osteodystrophyを合併し，　para・

thyroidectomyが施行された5例のうち，手術の

成功した3例では，術後1週間目にPTH濃度の

有意の低下を認めた．原発性副甲状腺機能充進症

で，術前の副甲状腺腫瘍の局在診断のために，選

択的に得られた甲状腺静脈血中のPTH濃度測定

では，腺腫部と非腺腫部のPTH濃度に大差がな

く，余り有用ではなかった．EDTA負荷による

PTH分泌状態の観察には，本kitによるPTH濃

度の測定が鋭敏であることが示された．

　以上のように，RIA－mat　PTHは，基礎的およ

び臨床的検討から，十分に有用性が認められ，今

後広く使用されることが期待される．

　RIA－mat　PTHの御提供を戴いた第一ラジオアイソト

ープ研究所に感謝致します．
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