
921

《ノート》

TSHのRadioreceptor　assayキットを用いたTSHレセプター

　　　　抗体（TRAb）測定の基礎的ならびに臨床的検討

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　on　Measurement　of　TSH　Receptor

　　　　　　Antibody（TRAb）by　Radioreceptor　Assay　Kit

広岡　良文＊　　仁瓶　禮之＊

Yoshifumi　HIRooKA　and　Noriyuki　NIHEI

HamamatSUこlniversity　School（ゾ．Medicine，　Hamamats〃，　Japan

1．はじめに

　バセドウ病は，甲状腺濾胞上皮細胞表面に存在

するTSHレセプターに対する刺激性自己抗体に

より惹起されると考えられている1）．

　このTSHレセプター抗体（TRAb）は，諸家に

より種々の方法で測定2）されているが，感度，再

現性，安定性，手技などに問題があり，結果に一

致がみられない3～5）．

　しかし近年，Smithら6）により，諸施設で行っ

ても共通の基盤で検討し得るTRAb測定キット

が開発された．今回，われわれはこのキットの基

礎的ならびに臨床的検討を行い若干の知見を得た

ので報告する．

II．対象および方法

　1）対　象

　健常人190例（15～68歳の男性115例および19～

66歳の女性75例），バセドウ病266例（うち未治療

78例，治療中131例，治療後57例），慢性甲状腺炎

45例，亜急性甲状腺炎15例，単純性甲状腺腫6例，
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下垂体疾患3例（うち先端肥大症2例，シーハン

症候群1例），膠原病およびその類縁疾患35例（う

ち慢性関節リウマチ18例，全身性エリテマトーデ

ス9例，多発性筋炎2例，シエグレン症候群6例）

およびバセドウ病の母親から生まれた新生児12例

の総計572例を対象として血中TRAbを測定した．

　2）方　法

　（1）試薬（①～⑦はキットのもの）

　①30％（w／v）ポリエチレングリコール（PEG）

溶液一1MNaCl溶液

　②アッセイ緩衝液（1m1当たり1mgのBSA
を含むpH　7．5の緩衝液，10　mMトリスー塩酸，

5mM　NaC1溶液より成る）

　③1％ルブロール溶液

　④TSHレセプター（凍結乾燥粉末）

　⑤TSH（1251）（凍結乾燥粉末）

　⑥TRAb陰性コントロール血清

　⑦TRAb陽性コントロール血清

　⑧ウシTSH（bTSH）はアーマー社のチトロバ

ール，ヒト黄体ホルモン（LH）および卵胞刺激ホ

ルモン（FSH）は第1ラジオアイソトープ研究所，

ヒト乳汁分泌ホルモン（PRL）はダイナボット社，

ヒト成長ホルモン（GH）は栄研化学，ヒト副腎皮

質刺激ホルモン（ACTH）はミドリ十字のそれぞれ

　Key　words：TSH　receptor　antibody（TRAb），　Radio－

receptor　assay，　Graves’disease．
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の標準品，またヒトIgG，およびヒトIgAはミド

リ十字製，ヒトIgMはカッペル社製のクロマト

精製標準品を用いた．

　（2）測定手技

　測定操作をFig．1に示した．

　（3）計算法

　結果は標識TSH結合の阻害率によって示され
る．

叶霧難灘難）
　（4）PEGによる血清からのIgGの抽出

　IgGの抽出は30および15％PEG溶液を用いて

行ったが，その手順はFig．2に示したごとくで

ある．

m．結　　果

1）基礎的検討
（1）

　（Fig．3a，3b）

第1インキュベーション時間および温度

　健常人，陰性コントロール，陽性コントロール，

4例のバセドウ病患者血清および非特異的結合に

ついて第1反応を室温で，10，15，30および60分

間行った際の1251－TSHの特異的結合（B／T％）の

推移を検討したところ，いずれの時間でもB／Tは

ほぼ同じ値を示したことから，第1反応は15分と

した．次に，第1反応時間を15分とし，温度を

4，25および37°Cとした際のB／T％の推移を検討

した．4°Cと25°Cではいずれのサンプルでも同

様の値を示したが，37°Cでは，非特異的結合，

陽性コントロールおよびバセドウ病患者の1例を

除き，いずれもB／T％は低下を示した．したがっ

て反応温度は室温（25°C）とした．

NBS 　　コントロール

陰性コントロール

　または　　SO　tte
悟性コントP一ル

　　　十
TSH
レセプター溶液

サンプル

冷アッセイ緩衝液　SOOμe
冷30XPEG　　 IOOO　ite

体　50　pe

　　　十
TSH
レセプター溶液　SO　P9

Fig．1　Assay　procedure．
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lOml容チユープ

Serum　　　　asml

30％PEG　　asml

　　　　混和後0～4℃に5分間放置

　　　遠心分離（1500xg、60分、4　’C）

アスピレート

　　　室温にて2～3分間混和
　　う遠心分離（1500xg、10分、室温）

アスピレート

Fig．2　Procedure　of　lgG　extraction　by　PEG．

　（2）第2インキュベーション時間および温度

　　（Fig．3c，3d）

　第2反応を37°Cで，30，60，および90分間行っ

た際のB／T％の推移を検討したが，いずれの時間

でもほぼ同様の値を示した．したがって反応時間

を60分とした．次に第2反応時間を60分とし，温

度を25，37および42°Cとした際のB／T％の推移

を検討した．25°Cと比べて37°CではB／T％は上

昇する傾向を示したが，42°Cでは非特異的結合，

陽性コントロールおよびバセドウ病患者の1例を

除き，いずれもB／T％は逆に低下を示した．

　（3）再現性

　4例のバセドウ病患者，陽性コントロールおよ

び健常人の各血清につき10重測定を行った同一ア

ッセイ内の再現性はTable　1に示すごとくきわめ

て良好であった．次に，異なる3名の測定者（Y．

H．，S．　K．，　M．　F．）により同一キットを用いて同一

サンプルにつき5重測定を行った際の再現性は

Table　2のごとく良好であった．また，同一キッ

トを用いて，日をかえて，3回5重測定した際の

再現性は，Table　3のごとく良好であった．一方，

ロットの異なるキット（KO6，　KO7，　KO8）で5重測

定した際の再現性も，Table　4のごとく比較的良

好であった．

B／T　（aハ●tlncubatton　tim●
（N）

e＝e・　・，e－．．．＝，，．e

＼
30 60

　（min．）

一
＼途

8！T　fc／2nd　locub8t‘on　tlm●

冑

30

20

tO

‘％）ωノ2nd　incubetton

（
（mln．）

　　4　　2537《。C）　　25　　3742《。C）
　・Normal　o　N四atl∀●controt　▲全●⑰Gr8u●8　d‖●●・●●

　OPositlv●controt　▼NSB

Fig．3　Effects　of　incubation　time　and　temperature　on

　　　1251－bTSH　specific　binding　to　TSH　receptor．

Table　1 Intraassay　reproducibility　（％　inhibition　of

TSH　binding）

No．
Patient’s　serum

A　　　B　　　C　　D
PCS　　NS

1　　　25．8　　38．4　　56．7　　87．1

2　　　　24．3　　37．3　　53．2　　89．5

3　　　　26．3　　40．2　　60．7　　81．9

424．334．957．583．5
5　　　　25．3　　33．5　　58．4　　81．3

6　　　28．2　　36．4　　57．3　　83．1

725．939．257．283．3
8　　　27．4　　34．4　　55．3　　86．5

927．136．553．084．8
10　　　　27．4　　38．0　　57．8　　88．1

83．1　　9．4

84．2　　7．6

83．7　　9．1

82．9　　9．2

82．7　　9．4

82．2　　7．6

83．5　　9。1

87．8　　9．0

86．9　　8．2

85．7　　7．6

Mean　26．2　36．9　56．7　84．9　84．3　　8．6

SD　　　1．33　2．16　2．34　2．76　　1．90　　0．78

CV　　　5．08　5．85　4．13　3．25　　2．25　　9．07

PCS：positive　control　serum

NS：normal　serum

　（4）非特異的結合（NSB）

　本キットにおけるNSBについて検討した．陰

性コントロール血清20検体をそれぞれ2重測定

した際の標識TSHの結合率は9．3土0．38（M士
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Table　2　Reproducibility　of　the　serum　TRAb　levels　measured　by　three　different　persons

　　　　　　　　　　　　（％inhibition　of　TSH　binding）

Patient’s　serum

A B C D
PCS NS

Y．H．　S．K．　M．F．　Y．H．　S．K．　M．F．　Y．H．　S．K．　M．F．　Y．H．　S．K．　M．F．　Y．H．　S．K．　M．F．　Y．H．　S．K．　M．F．

Mean　27．430．023．O

SD　1．034．251．74
CV　　3．80　14．2　7．57

37．6　39．5　44．6

1．17　3．35　2．09

3．11　8．48　4．69

59．5　61．5　60．3

1．10　5．40　1．57

1．85　8．78　2．60

92．7　91．1　94．1

1．93　2．67　2．27

2．08　2．93　2．41

90．7　90．9　91．3　　10．4　10．0　9．1

0．86　4．04　2．17　　1．14　0．18　1．11

0．95　4．44　2．38　　11．0　1．80　12．2

Mean
SD
CV

26．8

3．54

13．2

40．6

3．62

8．92

60．4

1．Ol

1．67

92．6

1．50

1．67

91．0

0．30

0．33

9．80

0．67

6．84

PCS：positive　control　serum，　NS：normal　serum

Table　3　1nterassay　reproducibility

　（％inhlbition　of　TSH　binding）

Patient，s　serum

A B C D
PCS NS

1　　2　　3 1　　2　　3 1　　2　　3 1　　2　　3 1　　2　　3 1　　2　　3

Mean　16．719．l

SD　3．511．65
CV　21．0　8．64

15．5

1．94

12．5

30．1　33．3　30．0

4．26　2．10　1．23

14．2　6．31　4．10

49．8　55．0　54．4

3．35　2．79　3．23

6．73　5．07　5．94

91．0　90．8　92．9

2．59　0．86　3」2

2．85　0．95　3．36

93．1　92．1　90．3　　　5．4　　5．7　　6．1

2．15　1．11　0．21　　0．61　0．80　0．61

2．31　1．21　0．23　　11．3　14．O　lO．0

Mean
SD
CV

17．1

1．83

10．7

31．1

1．88

6．05

53．1

2．84

5．35

91．6

1．16

1．27

91．8

1．42

1．55

5．7

0．35

6．14

PCS：positive　control　serum，　NS：normal　serum

Table　4 Reproducibility　of　the　serum　TRAb　levels　measured　by　three　different　kits

　　　　　　　（％inhibition　of　TSH　binding）

Patient’s　serum

A B C
PCS NS

KO6　KO7　KO8　KO6　KO7　KO8　KO6　KO7　KO8　KO6　KO7　KO8　KO6　KO7　KO8
Mean
SD
CV

20．9

1．40

6．70

19．1

1．66

8．69

25．2

0．93

3．69

34．8　　33．3　　34．4　　92．7

1．85　　2．10　　1．98　　1．26

5．32　　6．31　　5．76　　1．36

90．8　　87．2

0．87　　1．76

0．96　　2．02

91．9

0．76

0．83

92．1　　85．6　　　7．3　　　5．7　　　8．0

1．11　　1．72　　1．28　　0．80　　0．64

1．21　　2．Ol　　17．5　　14．0　　　8．0

Mean
SD
CV

21．7

3．13

14．4

34．2

0．78

2．28

90．2

2．79

3．09

89．9

3．70

4．12

7．0

1．18

16．9

PCS：positive　control　serum，　NS：nomal　serum

SD）％を示しCVは4．1％であった．また健常人

20例では，標識TSHの結合率は8．4士0．54％，　CV

は6．4％であった．

　（5）特異性

　Figure　4に示すように1251標識TSHはTSH

レセプターに特異的に結合し，その結合は非標識

TSHの添加により用量依存的に阻害された．ま

たTRAb陽性血清を段階希釈したものは，　TSH

の阻害曲線と平行性を示した．一方，LH，　FSH，

HCG，　PRL，　GH，　ACTH，　IgG，　IgA，　IgMの標識

TSHの特異的結合に及ぼす影響は無視し得るも

のと考えられた．
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Fig．4　Effect　of皿labeled　bTSH，　diluted　serum　containing　high　level　of　TRAb，　LH，

　　　FSH，　HCG，　PRL，　GH，　ACTH，　IgG，　IgA　and　IgM　on　1251－bTSH　specific　binding

　　　to　TSH　receptor．
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Fig．5　Relationship　of　serum　TRAb　levels　between

　　　extracted　IgG　and　serum　samples．

　（6）血清サンプルとIgG抽出サンプルで測定

　　した際の比較

　健常人20例，バセドウ病患者30例の計50例を対

象に，血清サンプルとIgG抽出サンプルで同時

測定したTRAb値の間にはFig．5に示すように

r＝0・987（P＜0．001）の高い相関性がみられた．

　2）臨床的検討

　（1）正常値

　健常人190例を対象に測定したTRAb値は

一〇．29土5．3（M±SD）％を示し，平均土2SDから

算出した正常範囲は一10．9～＋10．3％であった．

　（2）各種疾患におけるTRAb値

　未治療バセドウ病患者78例のTRAb値は42．6

士25．1％を示し，Fig．6に示すごとく広い分布を

示した．正常上限以上を示す陽性例は78例中68例

（87・2％）であった．治療中の患者131例では27．5

土19．5％で，陽性は92例（70．2％）を示した．治療

後症例57例では一1．7土11．8％で，陽性は5例

（8．8％）のみであった．バセドウ病の母親から生ま

れた新生児12例は6．3土18．7％を示し，陽性は4

例（33．3％）であった．一方，慢性甲状腺炎45例

では2．1±13．7％を示し，陽性は9例（20％）であ

った．しかし，亜急性甲状腺炎15例では一2．1士

5．3％，単純性甲状腺腫6例では一2．8±3．9％，下

垂体疾患3例では一1．5土1．4％を示し全例陰性で

あった．さらに膠原病の中で，慢性関節リウマチ

18例は6．3土16．4％を示し陽性は5例（27．8％）で

あった．全身性エリテマトーデス9例では一3．5

士10．4％で陽性は1例（13．5％）のみであった，ま

た多発性筋炎2例，シエグレン症候群6例はいず

れも陰性であった．
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　　　treated，　NB：newborn，　CT：chronic　thyroiditis，　SAT：subacute　thyroiditis，　SG：

　　　simple　goiter，　PD：pituitary　disease，　RA：rheumatoid　arthritis，　SLE：systemic

　　　lupus　erythematosus，　PM：polymyositis，　SjS：Sj6gren’s　syndrome　Normal　range：
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Fig．7Changes　of　serum　TRAb　levels　before　and　during　treatment　with　MMI．　UT：un－

　　　treated．

（3）バセドウ病の治療経過におけるTRAb値

　　の変動

　未治療バセドウ病25例を対象として，抗甲状

腺剤MMIで治療した際のTRAb値の変動を

Fig．7に示した．治療前25例中21例（84％）が

TRAb陽性を示したが，4例は陰性であった．

治療中の変化をみると陽性例のうち高値のものは

低値のものに比して陰性化するのに長期間を要す
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る傾向を示すが，低値例のなかにも長期間陽性に

留まる例もみられた．一方，治療前陰性例のうち

1例は終始陰性であったが，他の3例は治療後1

時期陽性化を示した．

Iv．考　　察

　TRAbはバセドウ病の病因や病態に密接に関

連すると考えられている1・3・7－13）ことから，バセ

ドウ病患者の血中TRAb測定は臨床的に重要視

されつつある．今回，Smithら6）によって開発さ

れたキットを用いて血中TRAbを測定し，基礎

的ならびに臨床的検討を行った．

　第1反応時間の1251－TSHの特異的結合に及ぼ

す影響を検討したが，10～60分の間では安定して

おりキット指定の15分が適当と認められた．しか

し第1反応で温度が37°Cの際には特異的結合の

低下がみられた点は注意を要する．また第2反応

時間は30～90分の間で安定しており，キット指

定の60分は適当と認められたが，反応温度が42°C

の際には特異的結合の低下がみられたことから，

本キットは高温にはやや不安定である点に操作上

注意が必要と考えられた．TRAb測定の再現性は

同一アッセイ内，測定者間，日差間およびロット

間のいずれにおいても良好な成績を示した．一般

にRadioreceptor　assayではNSBがcritica1な問

題となるが，本キットにおけるNSBは満足し得

る結果であった．またLH，　FSH，　HCG，　PRL，

GH，　ACTH，　IgG，　IgA，　IgMの標識TSHの特異

的結合に及ぼす影響は無視し得るものであると認

められたことから特異性は高いものであると考え

られた．さらに従来の方法1）では血清からIgGを

抽出し測定に供していたが，抽出IgGと血清で

同時測定したTRAb値の間に高い相関性が認め

られたことから，本キットは血清を直接用いて測

定可能である．

　健常人190例を対象に測定したTRAb値の平

均は一〇．29％と0に近似し，標準偏差も5．3とき

わめて小さく，平均±2SDから算出した正常範

囲は一10．9～÷10．3％を示したことから，本キッ

トを用いる際には＋10％以上を陽性としてさしつ

927

かえがないものと考えられた．

　バセドウ病未治療例におけるTRAb値の陽性

率は必ずしも100％とならず87．2％にとどまった．

この値は従来の報告における陽性率と一致してい

るが未治療例でありながらTRAbが陰性の例は，

他の測定法で検出され得る異常甲状腺刺激物質が

存在するとも考えられるが，われわれは従来より

バセドウ病におけるTRAb活性に血中免疫複合

体（CIC）が抑制的に作用していることを認め報

告している14）ことから，TRAbが陰性であるの

はむしろCICによる抑制の結果とも考えられる．

　一方，治療後におけるTRAb値の低下は，抗

甲状腺剤療法4・7・12）のみならず，手術療法7）におい

ても報告されており，われわれの結果も同様で，

MMI治療によりTRAb値は大多数例で陰性化し，

治療後症例57例中陽性は5例（8．8％）のみで，明

らかな陽性率の低下が認められた．このTRAb

値の陰性化は抗甲状腺剤の抗体産生抑制効果によ

るものとも考えられるが，バセドウ病の病態の推

移と密接な関係にあることが示唆される．

　次に新生児バセドウ病は，TRAbの経胎盤性

移行により惹起されると報告されている15・16）が，

TRAb値が高値のバセドウ病の母親から生まれ

た新生児のTRAb値も全例陽性を示し，　TRAb

の経胎盤性移行が確認された．

　また慢性甲状腺炎45例中9例（20％）にTRAb

が陽性であったが，このTRAbがEndoら11）の

報告にみられるblocking　antibodyか否かは今後

の検討を要する．

　一方膠原病の一部症例でTRAb陽性例がみら

れたが，これは単に臓器非特異性自己免疫疾患に

しばしば認められるPolyclonal　B　cell　activation

に基づく抗体産生を反映するものと考えられるが

詳細は今後の検討を要する．

V．結　　論

　TSHのRadioreceptor　assayキットを用いた

TRAb測定の基礎的ならびに臨床的検討を行った．

　1）インキュベーション時間および温度の条件

はキットの指定どおり行えば問題はないが，温度
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がやや高温に傾くと特異的結合の低下を招く点に

操作上の注意を要する．

　2）再現性および特異性は満足すべきものであ

る．

　3）IgGのみならず血清を直接用いて測定可能

である．

　4）健常人190例の検討から，本キットを用い

る際は十10％以上を陽性とし得る．

　　5）バセドウ病未治療例の陽性率は87．2％であ

ったが，治療後例では8．8％に低下した．

　　6）TRAbの経胎盤性移行を確認した．

　7）慢性甲状腺炎および膠原病患者の1部症例

でTRAb陽性の例がみられたが詳細は今後の検

討を要する．

　以上，本キットは操作も簡便で再現性も良好で

特異性も高く特にバセドウ病の病態および治療経

過の観察において臨床的に有用と考えられる．

　最後に，本キットを提供いただいた日本トラベノール

株式会社に感謝の意を表します．
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