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RIAgnost　hTSH　Tachisorbの基礎的および臨床的検討
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　要旨TSH　RIAキットRIAgnost　hTSH（Tachisorb）の基礎的，臨床的検討を行った．標準曲線の各濃

度におけるB／Boの変動係数は6．1％，0μU／m1のBo1Tの平均は47．6％，最小検出濃度は2μU／m1であった．

　iucubation時間は第一反応24時間，第2反応15分，温度は室温（24°C）で十分であった．

　intra一およびinter－assay　variationはそれぞれ高濃度13．5，16．9，中等濃度6．4，23．2，低濃度12．4，16．1％

であった．

希釈の影響では8倍希釈までは大きな影響をみとめなかった．

　甲状腺疾患患者血清における検討では，血中T3，　T4濃度との関係，およびTRHテストにおける反応な

どでTSH濃度測定の意義が確認された．

1．はじめに

　甲状腺機能低下症の診断には，血中TSHの測

定はかかせない検査の一っである．特に，血中甲

状腺ホルモン濃度が正常であるのに血中TSH濃

度が正常値を上まわっているような軽度の甲状腺

機能低下症や，新生児にまれにみられる先天性甲

状腺機能低下症の発見のためのスクリーニング検

査として，血中TSHの測定はきわめて重要と思

われる．

　近年，血清TSHの測定には，1251－hTSHとの
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競合により検出するcompetitive　binding　assayが

用いられてきたが，遊離ホルモンと抗体と結合し

た．抗体TSH　complexとの分離には，第2抗体

を用いて沈殿させ，これを分離する方法，抗体を

あらかじめプラスチックのチューブやbeadsなど

にコーティングしておき，遊離TSHをインキュ

ベーション後，液を除去するのみで行うものなど

が用いられている．今回，ヘキスト社製の加熱に

より不活化したホルムアルデヒド処理Staphylo－

coccus　aureus菌に抗家兎r－globulinを付着させ

たものを用いて，遊離TSHと抗体TSH　complex

を分離する方法を用いるTSH測定用RIAキッ

ト（RIAgnost　hTSH　Tachisorb）を使用する機会

を得たので，その基礎的および臨床的検討を試み

た．
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　］Fig．1　　Standard　curves　on　different　days．

II．方　　法

1）キットの内容

①1251－hTSH，16　mg，3μCi，凍結乾燥品1バ

　イアル

②抗h－TSH家兎血清，凍結乾燥品1バイアル

③標準hTSH（So－S6），凍結乾燥品（0，2．8，5．5，

　10，20，40，80μU／ml）各1バイァル

④テスト血清，凍結乾燥品1バイアル

⑤希釈用血清，凍結乾燥品1バイアル

⑥B／F分離用液（Tachisorb　TSH）55　ml

2）試薬の調製

①1251－hTSH，10　m1の蒸留水にて溶解する

②抗hTSH家兎血清，10・mlの蒸留水にて溶

　解する

③希釈用血清，4m1の蒸留水にて溶解する

④標準hTSH，500　Ptlの希釈用血清にて溶解

　する

⑤テスト血清500　Ptlの蒸留水にて溶解する

3）測定手技

①　試験管に各濃度の標準hTSH，テスト血清，

80

　　および被検血清0．1mlを分注する．

②1251－hTSH液0．1m1をすべての試験管に加

　　える．

③抗hTSH抗血清液0．1　mlをすべての試験

　管に加え，十分に混和する．

④室温にて17－24時間インキュベーションを

　行う．

⑤B／F分離用液（Tachisorb　TSH）0．5・mlをす

　　べての試験管に加えて十分に混和する．

⑥室温にて少なくとも15分（3時間以内）放置

　　後，500～1，000gで20分間，遠沈を行い上清

　　を吸引除去する．

⑦　沈渣の放射活性をカウントする．

⑧標準曲線を描き，被検血清のhTSH濃度を

　　算出する．

4）比較した他の測定法

他のhTSHアッセイキットとしては，第一ラジ

オァイソトープ社製TSH　RIAキット（第一）によ

り測定した．

　5）TRHに対するTSHの反応についての検討

　TRHテストは，合成TRH　400　Ptgを静注後，
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Fig．2　Effect　of　first　incubation　time　on　standard　curve　in　TSH　assay．
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Fig．3　Effect　of　incubation　temperature　on　standard　curve　in　TSH　assay．

15，30，60，90，120分に採血を行い，TSHの反応

について調べた．

III．対　　象

正常人

甲状腺機能充進症

甲状腺機能正常者

甲状腺機能低下症

　　合　　計

15例

25例

36例

38例

114例

　以上の114例の血清について検討を行ったが，

一部の患者ではTRHテスト時のTSHの測定を
行った．

IV．結　　果

　1・基礎的検討

　1）標準曲線

　6回の異なるassayにおける標準曲線の標準

TSHの各濃度におけるB／Boの変動係数の平均
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Fig．4　Effect　of　temperature　in　first　and　second　incubations　on　standard　curve　in　TSH　assay．
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　　　　　　　Fig．5　Dilution　curves　in　TSH　assay．

は6．1％であり，OμU／m～のBo／Tの平均は47．6％

であった．また各assay内で最小の検出濃度は

2μU／ml相当であった（Fig．1）．

　2）インキュベーション時間の検討

　Figure　2は，第1反応の時間を24°C，24時間

とした場合と，24°C，72時間とした場合の標準曲

線を示す．両条件の曲線には全く差がみとめられ

ないことがわかる．したがって，第1反応時間は

24時間で十分であることがわかる．

　3）インキュベーション温度の検討
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　第1および第2反応をともに室温24°Cの場合

と第2反応を4°Cとした場合では，標準曲線に

大きな差をみとめなかった（Fig．3）．また，第1反

応4°C，第2反応24°C（4°C－24°C），以下，37°－

24°C，24°－24°C，24°－37°Cなどの種々の温度の

条件で標準曲線を調べてみたが，4－24°Cの条件

では，TSHが15μU／ml以上になると他と比較し

て高値となる傾向をみとめた（Fig．4）．

　4）intraassayおよびinterassay　variation

　TSH濃度の低い血清（A），中等度のもの（B），高

い濃度のもの（C）の3種のプール血清について，

Table　1 Intra－and　inter－assay

TSH　determination

variation　of　serum

Intra－aSSay　VariatiOn　　Inter－aSSay　variatiOn

1001

intraaSSSay　VariatiOnとinteraSsay　variatiOnの検

討を行った．結果をTable　1に示す．　intraassay

variationは，各血清を同時に10回測定したもの

であり，変動係数は，A13．5％，　B　6．4％，　C　12．4％

であった．interassay　variationは異なる日に4回

行ったassay間の各血清の測定値を示し，変動係

数は，16．9，23．2，16．1％であった．

　5）希釈試験（Figs．5，6）
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Fig．7　Relationship　between　serum　TSH　concentrations　by　RIA－gnost　TSH　kit　and

　　　those　by　TSH　daiichi　kit　in　patients　with　thyroid　disease．
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Fig．8　Correlation　between　serum　TSH　and　T4　concentrations　in　patients　with　thyroid　disease．
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Fig．9　Correlation　between　serum　TSH　and　T3　concentrations　in　patients　with　thyroid　disease．

　A，B，　C，　D　4種の甲状腺機能低下症の患者血清

を，A，　BはTSHが存在しないと考えられる甲

状腺機能充進症患者の血清で希釈した場合，C，　D

は本キットについている希釈用液で希釈したもの

である．いずれの方法でも，8倍希釈くらいまで

は，ほぼ希釈程度に一致した濃度が得られている．

　6）本法と他のキットによる測定値との比較

　甲状腺患者164名の血清にっいて，本キットに

よる測定値とTSHキット第一による測定値との

関係を示したのがFig．7である．　TSH低値の場合

でも高値の場合でも，両キットによる測定値はよ

く一致しており，相関係数もr＝0．979（p＜0．0001）
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Fig．10　TSH　responses　to　TRH　in　normal　subjects　and　patients　with　hyper・and　hypothyroidism．

1003

で非常に良好な相関関係を示している．

　2・臨床的検肘

　1）正常者

　本キットにおける正常者15名の平均値は，4．8土

1．6μU／mtであった．

　2）甲状腺疾患患者における血中TSH濃度と

　　T4濃度との関係

　種々の機能状態にある甲状腺疾患患者の血清の

TSHとT4を測定し，その両者の関係をFig．8に

示した．T4が正常値（12μg／dl）をこえる患者の

TSH濃度は感度以下（2．0μU／ml）であった．また，

T4が正常値以下（4．5　pg／dのの患者では，　TSHは

異常高値をとっていることがわかる．もちろん，

T4が正常値の患者でも，　TSHが異常値をとるも

のもあり，これは治療経過中によくみとめられる

状態である．

　3）甲状腺疾患患者における血中TSH濃度と

　　T3濃度との関係

　同様に血清のTSHとT3の関係を示したの
が，Fi9．9である．　T3の濃度が正常値（180　ng／dの

以上である患者のTSH濃度は感度以下（2．OμU！

mのであった．また，T3濃度が正常値（80　ng／dl）

以下の場合には，TSH濃度は異常高値を示して

いることがわかる．この場合にも，T3濃度が正

常でTSH濃度の上昇している例が，　T4の場合よ

りも多くみとめられる．

　4）TRHに対する血中TSH反応
　Figure　10は，正常者10名，甲状腺機能充進症

6名および甲状腺機能低下症14名におけるTRH

に対するTSHの反応を示したものである．甲状

腺機能充進症患者ではTRHによるTSHの反応

をみとめず，また，甲状腺機能低下症患者では

TSHの反応が過大となる傾向を示した．

V．考　　案

　血中TSH濃度がRIAにより測定可能となり，

日常の臨床検査として使用されるようになってか

ら，甲状腺の生理および甲状腺疾患の診断，治療

は飛躍的に進歩した1）．測定法に関しては，従来

B／F分離の方法として最も多く用いられてきた2

抗体法から，最近の固相法があるが，測定の原理

に大きな相違はない．

　本キットにおいても，反応温度，時間について

検討した結果，データには示さなかったが，over

night反応（14～18時間）による標準曲線は24，72

時間とも差をみとめず，室温，over　night反応で

安定した成績が得られるものと考えられる．

　一般的にTSHのRIAで問題となるのは，最
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小検出濃度と高濃度の場合の希釈による影響であ

る．本キットでも甲状腺機能尤進症患者では感度

2．OμU1m～以下であるが，正常と考えられる者の

平均は4．6μU！mlと測定され，甲状腺機能充進症

と識別可能であった．

　高濃度領域では80μU／mlまで未希釈で測定可

能であるが，これ以上では希釈が必要となる．希

釈は10倍以上を必要とする例はまれであるが，数

倍以下であることが望ましい．われわれの検討で

も，高濃度のTSH測定は，一般的にvariationが

大きく，一人の患者の経過を追う際には，同一ロ

ットのキットを用いて同一希釈でassayを行った

方がよいと思われた2～4）．

　TSHのRIAにおけるB／F分離法には種々の

方法が知られているが，2抗体法はその中で最も

一般的である．従来の2抗体法のRIAでは，第

2抗体を加えてからさらに，1日第2反応を行う

のが普通であったが，この第2反応の時間を短縮

する工夫がなされてきた．非特異的にTSH－一抗体

complexを沈澱させるポリエチレングリコールに

よるB！F分離もその目的で用いられたことがあ

る．

　本キットの特徴はB！F分離に際して，Staphy－

10coccus　aureusの死菌に抗家兎r・globulinを付

着させたもので，TSH一抗体complexを沈澱させ

る点である．Stoaphylocoocus　aureus菌体はイム

ノグロブリンのFcフラグメントに特異的に結合

しており，TSH一抗体complexとの結合が短時間

で成立し沈降を促進する．従来の2抗体法に比較

して，第2反応時間が短かくてよく，沈澱量も多

く上清の吸引除去による分離が容易である．

　臨床的検討の成績では，甲状腺機能充進症患者

血中TSHは検出できず，下垂体からのTSH分

泌が抑制されていることを示す．逆に，血中T3，

T4が正常範囲以下にあるものでは，血中TSH濃

度の上昇がみとめられる．しかし，血中TSH濃

度を測定することが臨床的にきわめて意義がある

のは，血中T3，　T4値が正常範囲にありながら

TSH濃度が上昇している患者の群を見出すこと

ができる点で，われわれの検討成績でもこのよう

な患者が少なくないことがわかる．さらに，血中

T3，　T4，　TSHが正常範囲であっても，　TRHを負

荷することによりTSHの反応が過剰であれば潜

在性の甲状腺機能低下症であり，血中TSHの測

定が大きな意味を持つことが今回のわれわれの成

績でも明らかとなった．

VI．まとめ

　1．B／Fの分離にStaphy1㏄occus　aureusの死

菌に結合させた第2抗体を用いるTSHのRIA
（Riagnost　TSH　Tachisorb）にっいて，基礎的・臨

床的検討を行った．

　2．甲状腺疾患を有する患者における臨床的検

討の成績は血中TSH濃度の測定が有意義である

ことを示した．

高久教授のこ校閲を感謝いたします．キットを提供し

てくださったヘキストジャパンに感謝の意を表します．
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