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《ノート》

B／F分離に磁力を応用したTSH　RIAの検討

Evaluation　of　TSH　Radioimmunoassay　by　Using　the　Magnetic

　　　　　　Separation　System　for　Bound　and　Free

長田　篤雄＊ 上野　雅子＊

Atsuo　NAGATA　and　Masako　UENo

Radioisotθpe　L‘iboratorγ，　Saita〃7αMedi（・a／　SCノ～001

Lはじめに

　TSHのRIAは，2抗体法1）を原点として硫酸

アンモニウム2）やデキストラン3）による分離促進

や，ボリェチレングリコールを使用する1抗体

法1），固相を使ったIRMA法5），第2抗体を固相

化した2抗体法6）など，多くの方法が報告されて

いる．しかしビーズ固相法7）を除くすべての方法

で遠心分離操作が必要であり，RIAのシステム

化8）を考える上で重要な関門となっていた．新し

く開発されたAmerlex－M　TSHキットは，　Amerlex

粒子中に微細な鉄心を人れ，－kた粒子表面に第2

抗体をコーティングした固相法2抗体法であり，

磁力によってB／F分離を行う点で，従来の方法

と大きく異なっている．基本的には2抗体法であ

るため，第1抗体を添加してプレインキュベーシ

ョンが行えるので，低値における感度を維持でき，

また磁力を使ってB／F分離が短時間で終了でき，

R1Aのシステム化が容易になるものと考えられ
る．

　キットの構成と測定方法

　本キットには標準濃度（0，0．8，2．5，5，10，25，50

Pt　U／m／，キットのロットにより多少異なる），抗
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TsH家兎抗体，1251－TSH（loμCi－－370　KBq），

Amerlex－M第2抗体懸濁液，およびNSB用サ

ンプノレが含まれている．基準となる測定方法を

Fig．1に示す．この方法はAmerlex　TSHキッ

ト6）とほぼ同一である．

II．実験と対象

　基礎検討として，インキュベーション条件，再

現性，回収率，希釈試験などについて検討し，また

マグネチックセパレータを使用した場合と，遠心

分離の場合で結果の比較をした．他の測定法との

相関性は，第一ラジオアイソトープ研究所のTSH

キット（第一）9）とアマーシャムのAmerlex　TSH

キット6｝について検討した．またAmerlex　M粒

子の錆が結果に与える影響を観察した．

　臨床検討としては，健常者50例（男性35例，女

性15例，年齢18歳～56歳，平均32．5歳）を測定し

て正常範囲を設定し，また甲状腺機能充進症37例

（未治療23例，治療14例），甲状腺機能低下症14例，

慢性甲状腺炎14例，亜急性甲状腺炎8例の測定を

行い比較をした．

IH．結　　果

1．基礎検討

1）　インキュベーション時間

インキュベーション時間が測定系におよぼす影

　Key　words：　Thyroid　stimulating　hormone，　Radio－

immunoassay，　Iron　cored　second　antibody　particle，

Magnetlc　separatlon．
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200 核医学　23巻2号（1986）

響を観察するため，プレインキュベーションを1，

1．5，2，3，24時間と変えて標準曲線と血清試料の

値を比較した．また第1インキュベーション時間

も1，1．5，2，3，24時間と変えて，同様な検討を行

った．これらの実験において，他のインキュベー

ション時間は基準時間に固定し，温度はウォータ

バスにおいて37°Cを維持した．

　プレインキュベーション時川の検討結果をFig．

2Aに示す．1時間でも十分急峻な標準曲線が得

られ，時間を延長するに従って結合率が低下し，

24時間では24μU／m1以上の結合率差が顕著に低

下した．同時に測定した血清試料は，中濃度から

低濃度にかけて安定した結果が得られたが，高濃

度では24時間方法で低値が観察された．

　第1インキュベーション時間を変えた場合の標

準曲線をFig．2Bに示す．フ゜レインキュベーショ

ンとは逆に，時問延長に伴って急峻な標準曲線と

なり，測定範囲全体に感度の一ヒ昇が認められた．

とりわけ24時間方法では，低濃度における結合率

の上昇が大きい．同時に測定した血清試料は，中

および低濃度では安定しているが，高濃度では時

1川の増加とともにややf氏く測定される傾1句を認め

た．

　2）インキュベーション温度

　インキュベーション温度が測定系に与える影響

を観察するため，すべてのインキュベーションを

　Standard　or
　Unknown　serum　　　　　　　　　　．．．　200p1

　　　　
　Anti－TSH　serum（rabbit）　．．．　100μ1

　　　上2蒜？罐一一一
　1251＿TSH　　　　　　　　　　　　　．．．　100P1

　　　↓
　　　　first　incubat二ion
　　　　（90min．／37°C）

　A・ner1・x－M・ec・nd　antib・9Σ．1000Ul

　　　↓
　　　　second　incubation
　　　　（10min、／r。・m亡emp．）

　Magnetic　separaヒor（15　min．）　or
　Centrifuge（10　min．／1500　G／room　temp．）
　　　↓　　．
　Decanta亡10n
　　　↓
　Count
Fig．1　Assay　procedure　of　the　Amerlex－M　TSH　kit

　　　（Amersham）．

室温（23°C），37℃，4LCのそれぞれに固定し，標

準曲線と血清試料の1直を比較した．この実験では，

他の測定条件を基準方法に固定した．Fig．3に示
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すように，室温と37°Cの条件では5μU／ml以上

の範囲では大きな差は見られないが，5μU／ml以

下の低濃度では37°Cの条件が良好であった．

Table　2 Experiments　to　measure

r㏄overy

the　　standard

（“
）
ミ
Q
。

20

10

Base
serum

Added　　　　　　　Measured
standard
　　　　　　　　（μU／ml）
（μU／ml）

Recovered　Recovery
（μU／ml）　　　％

0

ロU／m1

23．8

21．1

18．3

　A
　3．8

（μU／m∫）

　0

2．2
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24．0

1．7

2．9
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98．3

　　　　　　〇●8　　　　 2●5　4．9　 9．5　　　　26　　51

　　　　　　　　　　　TSH　（μU／m1）

Influence　of　the　incubation　temperature　on　the

standard　curve　by　the　original　short　time

assay　method．

　B
　18．1

（μU／ml）

0
2．2

8．5

24．0

7．5

8．7

12．3

19．1

1．2
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Fig．3

　　　　　　　　　　　　　　　　Table　l

A．　Intraassay　variance
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　　　　　　sera（A），　lineraly　indication　of　the　calibration

　　　　　　va1ues　by　each　dilution　ratios（B）．
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　3）再現性
　3種類の血清試料を10回同時測定し，それぞれ

の結果から変動係数を求めた．Table　IAに示す

ように平均値2．3μU／ml（C）の場合でもCV－

10．87％であった．

　アッセイ間変動は，4回の測定で3種類の血清

試料を測定し，変動係数を求めた．Table　lBに

示すように低値コントロール血清でCV＝14．4％

と，やや大きい変動が見られた．

　4）回収試験

　血清Aと血清Bに等量の標準を添加し，得ら

れた測定値から回収率を求めた．回収率は市原ら

の指摘する方法10）により計算した．Table　2に示

すように，ほぼ100士10％以内であったが，測定

値が低値では回収率が高く，また測定値が10μU／

m1以上では100％以下を示す傾向があった．

　5）希釈性試験

　高濃度血清試料の希釈測定を，原濃度が測定範

囲内にある血清と，測定範囲以上を示した血清に

ついて，ゼロ濃度標準液で32倍まで希釈し，標準

曲線との平行性を観察した．Fig．4Aに示すよう

に最大標準濃度54μU／m1以上の試料では，希釈

に伴って若干の結合率の逆転が観察される試料も

見られた．すなわち，50μU／m／付近から抗体の
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Fig．5　Correlation　of　TSH　values　between　the　TSH

　　　kit（Daiichi）and　the　Amerlex－M　TSH　kit

　　　（Amersham）（A），　the　Amerlex　TSH　kit（Amer－

　　　sham）and　the　Amerlex－M　TSH　kit（Amersham）

　　　（B），the　magnetic　separation　method　and　the

　　　centrifuge　separation　method（C）．
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飽和が始まっているものと考えられる．データは

示さないが，40μU／ml以下ではこれらの現象は

見られなかった．Fig．4Bに測定値と希釈比率の

関係を示すが，希釈測定値であっても50μU／m1

に近い場合はやや頭打ちの傾向が見られた．しか

し高倍率希釈になるに従って，ほぼ原点を通る直

線に近似した．

　6）他の測定方法との相関

　他のTSH測定方法としてTSHキット（第一）

と，本キットの前身であるAmerlex　TSHキット

について比較した．Fig．5Aに示すようにTSH

キット（第一）との間にはY＝1．04X－O．17，相関

係数＝・0．972が得られた．またAmerlex　TSHと

の相関をFig．5Bに示すが，　Y＝0．756X＋0．236，

相関係数＝0．987が得られた．測定母集団は少な

いが，30μU／mtまでは良く一致している．

　7）遠心分離法との比較

　本キットはB／F分離を磁力で行うよう設計され

ているが，遠心分離によってもB／F分離ができる．

そこで両法における相関をFig．5Cに示した．

Y－1．04X＋0．09，相関係数一〇．997が得られ，両

法の差異はみられなかった．

203

　8）Amerlex　M粒子の錆の影響

　Amerlex　M粒子は微細鉄粉にプラスチック膜

をコートし，表面に第2抗体を結合してあるが，

鉄の錆が測定に影響をおよぼす可能性がある．そ

こでAmerlex　M第2抗体液に9％（w／w）の食塩

を加えて錆化を助長するようにし，2週間放置

後，抗TSH抗体との結合能力を食塩を加えない

Amerlex　M第2抗体液と比較した．　Fig．6Aに示

すように両者間に有意な差は見られなかった．ま

た錆によってプラスチック面が鉄心から剥離し，

磁力による分離が不可能な場合も考えられるので，

最初にAmerlex　M粒子をマグネットで分離し，

この上清について抗TSH抗体との結合能力を調

べた．Fig．6Bに示すように未処理Amerlex　Mと

の間に，ほとんど差が見られなかった．

　2．臨床検肘

　健常者と甲状腺疾患患者のTSH濃度をFig．7

に示す．健常者50名の測定値について，平均値

（M），標準偏差（SD）を求め，　M土2SDを正常範

囲とすると，0．83～2．9μU／m1が得られた．また

対数正規分布性に基づいて計算すると，0．95～3．3

μU／mlであった．両者にほとんど差がみられな

いことから，前者の範囲を正常範囲とした．未治

Amerlex－M（10ヒ．25A｝

　　
9「』（w／w）！acl

Nacl　treaヒed　Amerlex－M

A　Anヒi－TsH　antibody　　IOovL

　125＋
　　1－TSH　　　　　　　　　　100μL

　　し
　　incubaヒion（1　hr．t370C）

　　レ
　Amerlex－M　　　　　　　　1000pL

　　　し
　　magnetiC　Separation

Total　counヒs　　　Non　treated　Amerlex－M　　Treated　Amerlex－M

　27470　　　　　　　N＝5　　　　　　　　　　　　　　　　N＝5

Mean（B／T亀｝＝29．80

SD＝O．436

Mean（B／Tも｝＝29．58

SD＝0・398

B　Arnerlex－M　anヒibody　　　　　　　　　　　　Tota1　¢ounts　　　　N＝5　　　　　　　　　　　　　　　　　　N＝5

　　レ
　　magnetic　separaヒion　　　　　　　　　　27470　　　　　　　Mean（B／T9）＝1．754　　　　　　Mean（B／T｝）＝1．826

　　su　ernatant　recovered　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SD＝0．309　　　　　　　　　　　　　　SD＝0．169

　Anti－TSH　anヒibody　　lOOμL

　　十　125　　r・－TSH　　　　　　　　　　100pL
　　レ
　　incubation（1　hr．，370C｝

　　レ
　Supernaヒanヒ　　　　　　1000μL

　　レ
　　cenヒrifuge（3000　rpm，30　min．）

　　レ
　　aspiration

Fig．6Comparison　of　the　bound　percentages　with　the　non　treated　Amerlex・M　second

　　　antibody　and　Nacl　treated　Amerlex－M　second　antibody．
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Fig．7TSH　values　with　the　Amerlex・M　TSH　kit（Amersham）in　various　thyroid　diseases．

療甲状腺機能充進症23例では，0．8μU！ml以下か

ら2．5μU／m1に分布しており，0．83μU／mt以下

は34．8％であった．これに対し治療群では1．3～

12・5μU／mtに分布した．甲状腺機能低下症14例

では，全例15．5μU／ml以上に分布し，正常例と

は明瞭に区分された．また慢性甲状腺炎14例では

1・1～36μU／m1に，亜急性甲状腺炎8例では1．6～

26μU／mlに分布していた．

IV．考　　察

　本キットは従来のAmerlex　TSHキット6）に，

磁力によるB／F分離を応用したものであり，検

体の希釈剤やNSB用サンプル試薬が追加され，

また標準液も改良されるなど，内容的に改善され

ている．

　インキュベーション時間を検討したところ，

Amerlex　TSHと同様な影響がみられた．とくに

第1インキュベーション時間では指定より長時間

とすると十分な結合率が得られ，より急峻な標準

曲線となるので望ましい条件と考えるが，測定値

に影響はみられなかった．したがって37°Cでプ

レインキュベーションを90分，第1インキュベー

ションを3時間とする方法が，最も良好な条件と

考える．

　測定範囲は，添付標準液の0．8～53μU／ml（ロ

ットによって多少変わる）であるが，高値血清試

料を希釈して標準曲線との平行性を観察すると，

50μU／ml前後から抗体の飽和状態が存在する場

合も経験され，このことより40μU／ml以上では

希釈測定が望ましい．希釈方法は，後述するよう

に本キットが従来法に比較して相当高感度測定に

対応しているので，直接10倍に希釈し，高精度な

範囲で測定することが良いと考える．

　測定値の変動率から判断すると，従来からの

Amerlex　TSH6）と比較してさらに再現性が改善さ

れている．

　他の測定法として，TSHキット（第一）9）と比

較したところほぼ一致する結果が得られ，相関性

は良好であった．またAmerlex　TSHキットと比

較すると，やや高値を示す結果であった．このこ

とはTSHキット（第一）に対しての，　Amerlex

TSHキットとの関係からも確認された．そこで

Amerlex　TSHキットの標準液を本キットで測定

し，また逆の測定も行ったところ，それぞれの標

準液による標準曲線は一致しなかった．いずれの

測定法で検討しても，Amerlex　TSHキットの標

準液に対して，Amerlex　M　TSHキットの標準液

は，20μU／m1以上では高い結合率を示し，10

μU／ml以下では低かったので，両者の測定値の

関係は標準濃度の違いに起因しているものと考え

られる．

　B！F分離を遠心分離によって行い，磁力分離に

よる結果と比較したが，両者はほとんど一致し，

いずれを採用しても結果に影響はみられない．し

かし磁力分離には遠心分離と異なった現象がある

ので注意が必要である．すなわち，本法のマグネ

ットは平板で試験管底に密着して使用するが，本

来磁力は距離が近いほど強力に作用する力であり，

遠心分離による重力のように，分離系全体に均一

には作用しないので，分離時には試験管底を磁力
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板に密着することが重要である．また液高も影響

するので径の大きい試験管を使い，底部の尖った

形状のものは避けるべきである．本法の場合最終

液量が1，400μ1と多いが，Amerlex　M粒子は

Amerlex粒子より重くまた複数粒子が一・団となっ

ているため，液上面に近い粒子は重力で落ち始め，

しだいに磁力が加わることから，液上面の粒子が

落ちにくい場合には，分離操作中に軽く振汲すれ

ば促進される．

　Amerlex　M粒子の鉄心の錆が測定に影響を与

える可能性を考えて，食塩を加えた状態を検討し

たが全く影響はみられなかった．酸性液による処

理はpHを変えてしまうため検討の対象としなか

った．

　臨床成績では，健常者測定値から正常範囲を

0．83～2．9とした．これはAmerlex　TSHキットの

6μU／ml以下6）より低値で，下限のある範囲とな

った．われわれはすでにAmerlex　TSHキットの

高感度変法で，正常範囲を0．45～4．OμU／mlll）と

しているが，これと比較すると下限値がやや高い．

原因の一つとして，低濃度での標準液と血清検体

との間に結合率の解離があることが考えられる．

　未治療の甲状腺機能充進症23例の成績では，正

常範囲への重なりが65％，正常範囲以下が35％

であり，正常例と充進症例の完全な分離には現状

の方法では対応できない．そこで本法の最低検出

感度を同一ロットのキットによる4回の測定の平

均によって，Precision　Profile法12）で求めたとこ

ろ0．17μU／mlであった．これは理論的最低検出

感度と考えられ，実測上では0．4μU／ml付近が限

界なので，高感度変法も検討した．データは示さ

なかったが，検体量を200　plのまま，抗TSH

抗体，1251・TSHを50μ∫とし，プレインキュベー

ションを2時間，37°C，第1インキュベーション

を18～24時間，37°Cとする条件で0．2μU／ml以

下まで測定可能であった．

　本キットの特徴は第2抗体を鉄粒子につけたこ

とであるが，すでに報告されている磁力分離法の

マグネチックTSH（コーニング）13～14）は，1251－

TSH抗体と抗TSH抗体結合鉄粒子によるIRMA
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である点で，本法と大きく異なっている．2種類

のポリクローナル抗体によるIRMAは，互いの

抗体がdisplacementを起こす可能性があるが短

時間測定に有利である．一方，本法は従来からの

2抗体法そのものであり安定した測定が可能で，

磁力によるB／F分離を応用することで，2抗体法

の進む一つの方向を示したものと言えよう．

V．まとめ

　B／F分離に磁力を応用した2抗体法Amerlex

MTSHキットについて検討し，以下の結論を得
た．

　1）インキュベーション条件は，標準法でも可

能であるが，第1インキュベーション時間を延長

することでより急峻な標準曲線が得られる．

　2）本法は従来のAmerlex　TSHに比較して，

より高感度となっており，低濃度における安定性

に改善がみられる．しかし正常例と甲状腺機能充

進症例の判別には十分でない．このため0．2pU／

mlまで測定可能な変法も報告した．

　また40μU／ml以上の高値試料は希釈測定する

ことが望ましい．

　3）磁力および遠心操作によるB／F分離法の間

に，測定値の差は観測されないが，磁力分離の特

徴についての理解が必要である．また鉄分の錆が

測定に影響を及ぼさないことを確認した．
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