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　　　　　　　　L　緒　　言

　血中TSH測定用のキットは現在多数市販され

ているが，低濃度域の測定に問題があり1’v4），血

中TSH濃度測定によるEuthyroidismとHyper－

thyroidismの鑑別は困難であった．また従来の高

感度アッセイ5）ないし従来のキットの測定法を変

更しての高感度アッセイ6）は，手技が繁雑となり

日数を要する等の難点があり一般化するに至らな

かった．このたびわれわれは，血中TSH濃度を

簡便かつ高感度に測定できるTSH　immunoradio－

metric　assay　kit（RIA－gnost　hTSH　kit）を使用す

る機会を得，基礎的および臨床的検討を行ったの

で報告する．

　　　　　　　　n．方　　法

　1．キットの内容（1キット　100テスト用）

①　1251一抗TSHマウスモノクローナル抗体（1

ボトル10．3m1）

＊東北大学医学部附属病院第二内科

受付：60年10月18日

最終稿受付：61年1月22日
別刷請求先：仙台市星陵町1－1（●980）

　　　　　東北大学医学部附属病院第二内科

　　　　　　　　　　　　板垣　洋　一

　②抗TSHマウスモノクローナル抗体被覆チ

ユーブ（100本）

　③pH　7．2，0．05　Mリン酸緩衝生理食塩水の洗

浄バッファー（錠剤3個，1個を100　mlの再蒸溜

水に溶解して使用）

　④標準TSH血清
　0，0．15，0．5，1．5，5．0，15および50μU／ml（各

1．Om1）

　2．測定手技

　キットに示された方法に従い，以下のように行

った（Fig．1）．

　①キット付属の抗TSHマウスモノクローナ

ル抗体被覆チューブに，TSH標準血清または被

検血清を200μ1加える．

　②　1251一抗TSH抗体を100　Ptl加える．

　③室温で2時間，振塗しながらインキュベー

トする．

　④洗浄バッファーをlm1加えた後，液体成

分を吸引除去する．

　⑤④の操作を再度行う．

　⑥チューブ壁に結合した1251の放射能をガン

　Key　words：TSH，　Thyroid，　Radiolmmunoassay，

Immunoradiometric　assay．
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マカウンターで測定する．

　⑦標準血清の測定値から標準曲線を求め，被

検血清中のTSH値を読みとる．

In・実験内容および対象

　基礎的検討として，インキュベーション時間お

よび温度の標準曲線への影響，キット内ならびに

　anti　TSH　Ab　coated　tube

　　　　　↓

Standard　or　Sample　200μ1

12e1－anti　TSH　Ab　　100μ1

　　　　　lncubation　for　2　h　at　r◎◎m

　　　　　temperature（shaking）
　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　add　wash－buffer　1．O　rn2
　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　aspirate
　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　add　wash－buffer　1．O　m2
　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　aspirate
　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　count

Fig．1　Assay　procedure　for　RIA－gnost　hTSH　kit．

キット間の再現性，回収率，被検血清稀釈の影響

などについて検討を行った．

　臨床的検討は，東北大学第二内科入院中および

外来通院中の未治療バセドウ病33例，原発性甲状

腺機能低下症12例，結節性甲状腺腫22例，亜急性

甲状腺炎（急性期）10例，Silent　thyroiditis　12例，

Nothyroidal　illness　10例，妊婦28例（妊婦第1期

8例，第2期9例，第3期11例）および正常対照者

132例（男性53例，女性79例）を対象として行った．

IV．結　　果

　1．基礎的検討

　1）インキュベーション時間の検討

　室温にて，インキュベーション時間を1時間，

2時間および3時間とした時の標準曲線はFig．2

のごとくであり，結合率は時間とともに増大し，

高濃度においてその影響がみられたが，インキュ

ベーション時間の変化による標準曲線の勾配の変

化は少なく，いずれのインキュベーション時間に

おいても良好な標準曲線が得られた．

　2）インキュベーション温度の検討

　インキュベーション時間は2時間とし，温度を，
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Fig．2　Effect　of　incubation　time　on　TSH　standard　curve．
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Fig．3　Effect　of　incubation　temperature　on　TSH　standard　curve．

50

Table　l　Recovery　rate

Sample Added　TSH　Measured　TSH　Recovery
（μU／m1）　　　　（μU／m1）　　　　（％）

A

B

C

0
0．075

0．25

0．75

2．5

7．5

0
0．075

0．25

0．75

2．5

7．5

0

0．075

0．25

0．75

2．5

7．5

0．46

0．59

0．68

1．12

2．35

6．17

4．78

5．82

5．82

6．33

7．62

1L89
0．35

0．52

0．62

1．05

2．46

6．63

110

96
93

79

77

120

116

114

105

97

122

103

95

86

84

mean土S．D．　99．8土14．1

4°C，20°C，および37°Cとしたときの標準曲線は

Fig．3にみるごとく，20°C，37°Cではほぼ同一の

良好な標準曲線が得られ，4℃ではそれぞれの濃

度で結合率の若干の低下が認められた．

　3）回収率

　3種類の血清に，キット標準血清を種々のTSH

濃度にて添加し，求めた回収率をTable　1に示し

た．回収率は77～122％であり，平均値は99．8％

であった．

　4）稀釈試験

　キット付属の洗浄バッファーおよび本キットに

よる測定でnot　detectable（n．d．）であったバセド

ウ病血清を用いて，TSH高値の血清を2～16倍

に稀釈し，そのTSH濃度を測定した．結果は

Fig．4のごとくであり，バセドウ病血清による稀

釈では直線性を示し期待値とも一致した．しかし

洗浄バッファーによる稀釈では，期待値よりも高

値に出る傾向があり，特に2倍稀釈時には差異が

大であった．

　5）測定値の再現性

　（1）　Intraassay　variation（Table　2）

　TSH濃度低値から高値の4種類の血清を用い

て，それぞれ10検体を測定し，その変動係数

（C．V．）を求めた．検体AではTSH濃度が低値の

ためC．V．が11％であったが，他の結果は良好で

あった．

　（2）　Interassay　variation（Table　3）

　3種類の血清について，ロットの異なるキット

を用いて5回測定した結果を示す．TSH濃度低
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Fig．4　Effect　of　serum　dilution　with　wash　buffer　or　TSH　free　serum．

Table　2　　1ntraassay　varlatlon

No．

TSH（μU／ml）

Sample　A　Sample　B　Sample　C　Sample　D

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

0．20

0．21

0．18

0．18

0．17

0．25

0．19

0．20

0．21

0．22

4．39

4．12

4．23

4．19

3．97

3．86

4．19

4．11

4．15

3．95

12．7

11．9

11．5

11．8

12．7

13．4

12．9

12．6

12．5

11．8

31．5

29．9

29．4

31．6

34．6

31．0

30．4

31．4

34．3

29．1

mean　　　O．20

S．D．　　　0．02

cV．（％）11

4．12

0．15

3．5

12．4

0．6

4．4

31．3

1．8

5．6

Table　3　1nterassay　varlatlon

No．

TSH（PtU／ml）

Sample　A　　Sample　B　　Sample　C

1
2
3
4
5

0．13

0．09

0．11

0．12

0．20

4．39

3．78

3．77

3．80

4．60

15．9

21．5

18．1

19．7

20．9

Mean
S．D．

C．V．（％）

0．13

0．04

28．8

4．07

0．36

8．7

19．2

2．03

10．6

値の検体A以外は良好な結果であった．

　6）測定感度

　TSH濃度が0μU／mlの標準血清8サンプルの

測定カウント値は25．3±17．5cpm（mean土S．D．）

であり，mean＋2　S．D．のcpm値から求めた最低

測定感度は0．03μU／m1であった．

　7）交叉反応試験

　FSH，　LH（第1ラジオアイソトープ社RIAキ

ット標準物質）およびhCG（Sigma社）を用いて

交叉反応をみた．Fig．5のごとくhCGは5～
5，000U／mlの間で全く交叉反応を認めず，　FSH，

LHも2．5～250　mU／mlの間では同様に交叉反応

は認められなかった．

　2．臨床的検討

　1）各種甲状腺疾患患者および健常者における

　　血中TSH濃度（Fig．6）

　本キットを用いて測定した健常者132例の血中

TSH濃度は，0．21～5．13μU／mlに分布しmean±

S．D．は，1．19土0．81μU／m～であり，性別では男性

0．98土0．43μU／m1（n＝53），女性1．33土0．88μU／m1

（n－79）であった．10g　TSH値は正規分布を示し，

対数変換後のmean±2S．D．から求めた正常範囲

は，0．28～3．42μU／m1であった．
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Fig．6Serum　TSH　values　of　nomal　control　and　various　thyroid　diseases　by　RIA－gnost

　　　hTSH　kit（shaded　area：normal　range，　open　symbo1：postmenopausal　women）．

　未治療バセドウ病では測定感度以下から0．14

μU／m1に分布し，健常者値との間に重なり合い

を認めず，健常者より有意に低値であった．未治

療バセドウ病患者に行ったTRH　test（TRH・500

μg，静注，30分値）では，6例全例のTSH値は無

反応であった．LHおよびFSHが高値となる閉

経期以後7）のバセドウ病婦人においてもTSH値

は低値を示した．またhCGが高値となる妊娠バ

セドウ病においてもTSH値は低値であった．

　原発性甲状腺機能低下症12例では，全例が10

μU／m1以上で，健常者に比し明らかな高値を示

した．

Presented by Medical*Online



鎭 核医学　23巻4号（1986）

　結節性甲状腺腫では，測定感度以下から3．0

μU／mlに分布し，22例中18例は正常値を示した．

　亜急性甲状腺炎の急性期では，1例のみが0．16

μU／mlであったが，残りの9例では測定感度以

下と全例低値であった．

　Silent　thyroiditisでは，低値ないし正常域に分

布した．
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　low　T3　syndromeを呈したnonthyroidal　illness

では，0．24～4．22μU／m1に分布し，平均1．42土

1．41μU／m1と健常者との間に有意差を認めず，

10例中7例が正常値を示した．

　妊婦28例では，0．05～2．35μU／m1に分布し，

平均0．99土0．65μU／m1であり，19歳から39歳ま

での非妊娠健’常女性41例のTSH値は1．27土0．73

μU／m1と両者の間に有意差は認められなかった

（Fig．7）．なお妊娠第1期は0．63土0．38μU／ml，

第2期1．43土0．77μU／mlおよび第3期0．90土

0．44μU／m1と妊娠第1期のTSH値が最も低値で

あった．

　2）本キットと他のTSH測定キットによる測

　　定値の比較（Fig．，8）

　TSHキットDaiichiによるTSH測定値と，本

キットによるそれを86例において比較した．血中

TSH濃度が高値の例では，本キットによる測定

値はDaiichiキットによる値より低値を示す傾向

がみられたが，両キット測定値の間には相関係数

0．99ときわめてよい相関が認められた．健常者20

例中本キットでは全例のTSH値は測定可能であ

ったが，Daiichiキットではその測定感度は1．2

μU／m1であり，7例でのみ測定可能であった．

100

10

ミ
∈
＼
⊃
ミ
｝
工
u
⑲
ト
王
o
＝
雨
O

1．2

nd

●

一 ●

●

●

●
●

n＝86

y＝L46X－0．93

r＝0．99

P＜0．001
●

●

8
●

●
●

一

●

●

●●
●

■

■

●
●

●

●
● ●

●●

●●●●●●●●
●●●●●●●●

●■●■●●●● ●● ．㌔　“．一▲晶．．．． ● ●

l　　　　　　　　　　　　　　　　　　I ‘ O

　　　　　　nd　O．03　　　　　0．1　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　100

　　　　　　　　　　　　　　RIA－gnost　hTSH（AU／m2）
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　　　Daiichi．
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V．考　　案

　本キットの抗体としては，TSHのβchainと結

合する二種類の異なるモノクローナル抗体が用い

られており，一方はTubeの壁に，他方はTracer

に結合している．この二っの抗体がTSHと結合

してサンドイッチを形成することによりTSHが

測定される．このような測定原理の改良や，特異

性の高い抗体を用いることにより測定感度は上昇

した．さらに本法は簡便かつ短時間に操作するこ

とができ，日常の臨床的使用に適していると考え

られた．

　基礎的検討では，インキュベーション時間によ

る結合率の差異は少なかった．またインキュベー

ション温度20°Cおよび37°Cではほぼ同一の標

準曲線が得られたが，4°Cでは軽度の結合率の低

下を認めた．これらより測定条件としては，キッ

ト指示どおりの室温下，2時間インキュベーショ

ンで問題はないと考えられた．

　再現性については，IntraおよびInterassayで

ともに良好な結果を得た．

　また測定感度は0．03μU／mlであり，現在市販

されているTSHキットの測定感度が1μU／m1前

後であることと比較して高感度といえる．

　稀釈試験では，キットに付属している洗浄バッ

ファーを用いた場合，期待値よりも若干高い値が

得られる傾向がみられたが，バセドウ血清を用い

た場合は良好であり，被検血清稀釈にはバセドウ

血清を用いる方が望ましいと考えられた．回収率

の検討でも良好な結果が得られ，内因性のTSH

を正確に反映するものと考えられた．

　In　vitroでは，　LH，　FSH，およびhCGのいずれ

とも交叉反応は認められず，閉経期以後ならびに

妊娠バセドウ病患者においてもTSH値は低値と

なったことから，本法ではLH，　FSHおよびhCG

による交叉反応の影響はほとんど受けないことが

示された．

　本法による健常者132例の血中TSH値は，全

例測定感度以上で0．21～5．23μU／m1に分布し，

平均1．19±0．81（S．D．）μU／mlであった．これま
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での報告にみられるTSHの正常平均値とその分

布は，それぞれ1．48土0．65（S．D．）0．31～3．16），1．49

±0．10（S．E．）0．5～4．510），および2．0圭0．2（S．E．）

0．5～5．611）μU／m∫であり，本法による測定値の方

が若干低値の傾向を示したもののほぼ一致してい

た．甲状腺機能充進症では，ほとんどが測定感度

以下ないし低値を示し，正常者との重なりは認め

られなかった．従来の測定法では，TSH値によ

る正常者と甲状腺機能冗進症との鑑別は困難であ

ったが本法によりそれが可能となった．また高感

度TSHアッセイによるTSH基礎値とTRH　test

の結果が一致することにより，甲状腺機能充進症

の診断にはTRH　testの必要性が少なくなった

との報告12）があり，本法を用いた場合も同様のこ

とが言えると考えられた．

　亜急性甲状腺炎の急性期ではほとんどの例で血

中TSHは低値であり，甲状腺ホルモン上昇後短

期間内に下垂体一甲状腺系のフィードバック機構

により，TSH分泌が抑制されることが示唆された．

　結節性甲状腺腫の22例中2例でTSH値は測定

感度以下であったが，この2例の血中甲状腺ホル

モン値は正常であり，TSH低値となる機序に関

して検討を要する．

　Silent　thyroiditisでは，　TSH値は多くの例で低

値を，少数の例では正常値を示したが，これらの

結果には採血の時期や病状の程度が関与している

ものと推察された．

　Nonthyroidal　illnessにおけるTSH値のレベル

に関しては多数の報告13’v16）がみられるが，　low　T3

を呈した今回の例ではほとんどが正常値を示した．

　妊婦のTSH値は，妊娠第1期および第3期に

おいて非妊娠女性より低値であり，特に第1期に

低い傾向がみられた．妊娠初期においてTSHが

低下するという結果は，これまでの報告17N19）と

一致し，hCGによる甲状腺刺激作用20）のため

TSHは抑制されていることが考えられる．また

hCGが高値となる妊娠第1期においても，　hCG

の交叉反応によるTSH値への影響を受けておら

ず，free　T4やfree　T321）とともに妊娠時の甲状腺

機能のよい指標になると考えられた．
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　本キットとDaiichiキットとの比較では，両

キットによって得られたTSH値の間には，良好

な相関関係を認め，さらにDaiichiキットでは測

定感度以下の例でも本キットでは測定可能な健常

者例が多数みられた．

　以上のように，高感度アッセイが可能となった

こと，交叉反応の影響がないこと等の点において

本キットの有用性が示されたが，さらに結節性甲

状腺腫および慢性甲状腺炎の抑制療法の際におけ

るTSH抑制効果を知ることができ，また甲状腺

機能低下症における補充療法中のTSH値から過

剰投与になった場合をも推測することができる等

の有用性も考えられた．

VI．結 論

　本キットは最低測定感度が0．03μU／mlと改善

されていることより，TSH基礎値のみで健常者

と甲状腺機能充進症との鑑別が可能と考えられ，

臨床上有用と思われた．

　ご校閲を賜わった吉永馨教授および妊婦血清を提供し

て頂いた岡村州博先生に感謝します．
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