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1．はじめに

　抗サイログロブリン抗体の測定は，一般にはタ

ンニン酸処理赤血球凝集反応による方法（TGHA）

で測定されているが，半定量法であるという制約

がある．そのため定量的に測定ができ，多検体処

理が可能でしかも高感度のradioimmunoassay

（RIA）1）あるいはenzyme　linked　immunosorbent

assay（ELISA）2）が開発されている．

　著者らはMariottiら3）の方法に従い，　immuno－

radiometric　assay（IRMA）を確立し，この系は自

己免疫性甲状腺疾患における抗甲状腺抗体産生機

構の解明に応用しうると考えられたので報告する．

n．対　　象

　本院内分泌外来を受診した慢性甲状腺炎34例

（すべて女子，年齢は28～67歳，平均47歳）を対象

とした．サイロイドテスト（TGHA）ならびにマ

イクロゾームテスト（MCHA）陰性例では甲状腺

針生検を行い組織学的に診断した．また血中サイ

＊北里大学医学部内科学

受付：59年11月20日

最終稿受付：60年4月22日

別刷請求先：神奈川県相模原市北里1－15－1（賜228）

　　　　　北里大学医学部内科学

　　　　　　　　　　　　　　高田一太郎

ログロブリン値はすべて正常範囲（＜45ng／ml）で

あった．

　対照群は，北里ヘルス・サイエンス・センター

の人間ドックで健常者と判定され，甲状腺腫をみ

とめず，家族歴に内分泌疾患がなく，血中free

T44），　free　T35）およびTSH（RIA）が正常の女子18

例（年齢は31歳～65歳，平均48歳）であった．

m．方　　法

　1．ヒトサイログロブリン（Tg）の精製

　外科手術時に得られたバセドウ病甲状腺組織よ

り，uiら6）の方法により1．75　M（NH4）2　SO4に

よる沈澱分画をDEAE－Cellulose　Column　Ch－

romatography7）にて精製，　SDS－Polyacrylamide

Gel　Electrophoresisあるいはゲル濾過法にて19S

であることを確かめた．

　2．抗Tg自己抗体（anti－Tg　Ab）の精製

　先のTgをCNBrで活性化したSepharose　4B

（Pharmacia社製）にcouplingし，　TGHA強陽性

の慢性甲状腺炎患者血清IgGからaMnity　chro－

matography8）を行い，0．01　M　carbonate　buffer，

pH　10．4にて溶出，　anti－Tg　Abを精製した．

　Key　words：Antithyroglobulin　antibody．　Immuno－

radiometric　assay．

Presented by Medical*Online



1400 核医学　　22巻9号（1985）

　牛血清アルブミン（BSA）を標準とし，　Lowry

ら9）の方法により測定した蛋白量でanti－Tg　Ab量

を表示した．anti－Tg　Ab測定の標準曲線作製には，

このanti・Tg　Abを1％正常牛血清（NBS）を加え

たbufferで溶解して使用した．

　3．anti－Tg　Abのimmunoradiometric　assay

　　（IRMA）

　1）抗原のcoating

　予備実験にてポリスチレンチューブ（Assist社

製）にphosphate　buffered　saline，　pH　7．6（PBS）に

てTg濃度を蛋白量として3，6，12，30，60μg／ml

で20°C，24時間かけてcoatingを行い，　TGHA強

陽性患者血清100μ1を添加した．Hunter　and

Greenwoodの方法により1251をラベルした羊抗

ヒトIgG（1251－anti－IgG　Ab，　NEN社製，比放射能

10μCi／μg）のチューブへの結合率は総添加量のそ

れぞれ4．1，14．2，23．8，25．9，24．1％と12μg／m1以

上ではかわらなかった．Tg　12　pg／mlの濃度で2，

5，24時間かけてcoatingを行い，同様にTGHA

強陽性患者血清100μ1を添加，1251－anti－IgG　Ab

の結合率をみたところ，それぞれ20．2，24．0，25．0％

であった．

　以上の検討からtubeのcoatingはTg　12μ9／ml

で20°C，5時間とし，このTg液を吸引除去後1％

BSAを含むPBSを加えさらに20°C，2時間incu－

bateした．　BSAを含む液を除去後，　PBSで1回

洗浄した．

　2）アツセイ方法

　予備実験でTGHA強陽性患者血清100μ1を

tube内で20°Cおよび45°Cで5時間incubateし，

1251－anti－IgG　Abを添加したところ，総添加量の

それぞれ18．1，24．1％が結合した．同血清を45°C

で2および5時間incubateしたところ，1251－anti－

IgG　Abの結合率はそれぞれ17．1，20．2％であっ

た．したがって1st　incubationは45°C，2時間と

した．

　TGHA強陽性患者血清および同血清を1％

NBSを含むPBSで10，102，103，104倍に希釈し

その100μ1で1st　incubationを行い1251－anti－IgG

Abの結合率をみたところ，患者血清では添加総

放射能の15．8％，各希釈倍数ではそれぞれ16．0，

14．5，4．3，2．5％であった．健常者血清および同様

の希釈における1251－anti－IgG　Abの結合率はす

べて3％以下であった．したがって血清は10倍に

希釈してその100μ1を使用し測定した．

　1251－anti－IgG　Abを50％NBSを含むPBSに溶

解し，40，000～50，000cpmを各tubeに添加，

20°Cで18時間incubateした（2nd　incubation）．非

結合放射能を吸引除去，蒸留水で5回洗浄後，ガ

ンマー・カウンターで結合放射能を計測した．

　Tgをcoatしたtubeに，1st　incubationでPBS

のみ添加したものをblank・tubeとし，その結合

カウントを差し引いて各tubeに結合した放射活

性を，添加した総放射能に対する割合で示した

（％Bound　of　1251－anti－IgG　Ab）．アッセイはすべ

てtriplicateで行った．

IV．結　　果

　1・吸収試験

　TGHA陰性血清ならびに409，600倍陽性血清

にそれぞれ1．5～150μgのTgを添加し4°Cで一

晩incubationした後，遠心，その上清のTg　Ab

をIRMAで測定した．　TGHA陰性血清のIRMA

による1251－anti－lgG　Abの結合率は総放射能の

2．5％であり，同血清とTg各量をincubationし

た後の上清のIRMA結合率は，いずれも総放射

能の2．4％以下であった．TGHA・409，600倍陽性血

清のIRMA結合率は29．2％であり，同血清とTg

をincubation後上清のIRMA結合率を測定した

ところTg　7．5μgで3．2％と低値を示した（Fig．1）．

　2．標準曲線

　5回のIRMAによる標準曲線を示す（Fig．2）．

anti－Tg　Abの15～1，500　ng／mlの範囲が測定され

た．

　3・アッセイ内，アッセイ間変動

　アッセイ内変動係数はanti－Tg　Ab　33　ng／m1で

は8．6％，300ng／m1では6．7％，850　ng／m1では

11％であった（Table　la）．

　アッセイ間変動係数はanti－Tg　Ab　33　ng／m1で

6．7％，300ng／m1で8．6％，850　ng／m1で15．8％で
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Fig．1　Absorption　test．　TGHA　positive　serum（closed　circle）and　negative　serum（open

　　　　　　circle）were　incubated　with　various　amount　of　Tg．　After　centrifugation，　super－

　　　　　　natant　was　assayed　fbr　Tg－Ab　by　IRMA．
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Fig・2Standard　curve　of　IRMA　fbr　anti－Tg　antibody（mean土SD　of　5　assays）．
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　Table　l　Intraassay　variation（a）and　interassay　variation（b）ofIRMA　for　anti－Tg　antibody

（a）IntraaSSay

Anti－Tg　Ab（ng／ml） Mean土SD　　CV（％）

Serum　l

Serum　2

Serum　3

36．0　　　　　　35．5

288　　　　280

895　　　　750

30．0

335

740

29．0

290

950

32．0

288

950

32．5：と　2．8

296　十20

845　土94

8．6

6．7

11．0

（b）Interassay

Anti－Tg　Ab（ng／ml） Mean士SD CV（％）

Serum　l

Serum　2

Serum　3

36．0

288

895

32．0

270

760

37．5

290

790

34．0

298

730

　38．5

348

1100

35．6土　2．4

299　：と26

855　土135

6．7

8．6

15．8
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Fig．3　Anti－Tg　Ab　levels　in　normal　females　by　IRMA．

あった（Table　lb）．　anti－Tg　Ab　1，000　ng／m1以上で

はアッセイ間変動係数は16％以上であった．

　4．建常者のIRMAによるanti－Tg　Abの測定

　健常者のanti－Tg　Ab価は，30歳代では50　ng／m1

以下であったが，40歳以上では比較的高値を示す

ものがみとめられた．健常者では200ng／mt以下

であった（Fig．3）．

5．mMAによるanti－Tg　AbとTGHAおよび

　　MCHAとの関係
　慢性甲状腺炎ならびに健常者血清での結合カウ

ント数をTGHA　1，600倍の患者の結合カウント

に対する比で表示した（IRMA　binding　ratio）．

IRMA　binding　ratioの正常値は，先の18例での

検討による範囲とした．

　横軸にTGHAの対数尺度をとり，縦軸に
IRMA　binding　ratioをとると，両者は正の相関

（r＝0．87，P〈0．005）を示した．　TGHA　100倍以下

の慢性甲状腺炎18例のうち9例では，IRMAで

陽性であった（Fig．4a）．　IRMA　binding　ratioと

MCHAの間に相関をみとめなかった（Fig　4b）．

V．考　　察

　自己免疫応答を惹起する要因としてRoittら10）

は血中の自己抗原過剰を，Weigle11）は免疫応答

調節機構の異常，自己抗原の修飾あるいはウイル

ス感染等による多クローン性B細胞の活性化をあ

げている．抗甲状腺抗体産生機序の解明は自己免

疫性甲状腺疾患の病態および病因解明のために重

要と考えられるがその詳細は未だ不明である．

　一般に臨床でもちいられているTGHAは半定

量法であるが，本IRMAは定量的に血中抗体価

が測定でき，しかも多検体を同時に処理できるこ

とが最大の特徴であると考えられる．TGHA陽

性血清とTgの吸収試験ではほぼ対照血清のレベ

ルまで上清の抗Tg抗体価が抑制された．また本

法による抗Tg抗体価とTGHAが正の相関を示
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Fig．4　Correlation　between　anti－Tg　Ab　by　IRMA　and　TGHA（a）or　MCHA（b）．

したにもかかわらずMCHAとは相関を示さなか

ったことより，本アッセイは特異的に抗Tg抗体

を測定しているものと考えられる．アッセイ間の

変動が特に抗Tg抗体の高値の時，比較的高かっ

たが，アッセイ内変動はほぼ満足できるものであ

った．標準曲線は50～1，㎜ng／m1ではほぼ直線

を示したが，15ng／m1まで測定可能であった．健

常者のanti－Tg　Ab価が200　ng／mlであったこと

より，測定感度は十分であると考えられた．

　慢性甲状腺炎31例中TGHA　400倍以上の13例

（42％）はすべてIRMAで陽性であった．　TGHA

で100倍以下の18例中9例ではIRMAで陽性であ

った．IRMAで200　ng／m1以上の陽性例は22例

（全体の71％）であった．しかしWheetmanら12）

は，ELISAにより自己免疫性甲状腺炎31例の全

例にIgG　classの抗Tg抗体を検出している．著

者らも彼らと同様の方法でELISAを行ってみた

が，測定感度はIRMAとほぼ同程度であった．
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著者らの測定した慢性甲状腺炎例はTGHA陰性

例が比較的多く，陽性率の相違は測定感度の違い

によるものではなく測定対象の相違，あるいは正

常値の設定方法の違いによるものと考えられる．

　著者ら13）は先に，抗甲状腺抗体が自己免疫性甲

状腺疾患患者のみならず，その近親者にも高頻度

に見いだされることを報告した．本稿では少数例

のみの検討ではあるが健常者でも抗Tg抗体陽性

の存在することを示した．健常者での抗甲状腺抗

体陽性の意義はさらに検討を要するものと考えら

れる．

VI．結　　語

　immunoradiometric　assay（IRMA）による抗Tg

抗体測定の基礎的検討を行った．標準曲線は抗

Tg抗体50～1，000　ng／mlの範囲でほぼ直線を示

した．抗Tg抗体高値の時のアッセイ間変動が比

較的高かったが，アッセイ内変動はll％以下と良

好であった．本法による抗Tg抗体価はTGHA

と正の相関を示した．TGHA陰性の慢性甲状腺

炎18例中9例では本法で陽性であった．

　本法は，血中抗体を定量的にしかも多検体を同

時に測定することが可能で，自己免疫性甲状腺疾

患における抗甲状腺抗体産生機序の解明に応用し

うると考えられた．

　ご協力頂きました北里大学医学部外科学，内田久則

助教授，貴重なご助言を頂きました同臨床病理学，小

出朝男講師（現，北里バイオケミカル・ラボラトリーズ

所長）に深謝します．
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