
117

《原　著》

Immunoradiometric　assayによるヒト副甲状腺ホルモンー（1－84）

　　の迅速測定法の確立および術中測定法としての応用
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要旨2・site　immunoradiometric　assay法に基づくインタクトPTH測定法を改良し血中インタクトPTH

濃度を迅速，正確に測定する方法を開発した．反応条件を37℃振塗水浴下，反応時間15分とすることに

よ！，良好な再現性を得ることができた．迅速測定法の最小検出感度は27．8pg／m～であり，広範なホルモ

ン濃度で通常測定法による測定値と良好な正相関を示した（r2＝0．979，　P＜0．001）．原発性副甲状腺機能充進

症（単発腺腫，2例）において，腺腫への血流遮断後インタクトPTH濃度は急速に低下し，血流遮断後20

分でのインタクトPTH濃度は，手術前のホルモン濃度のそれぞれ10．6％，13．5％まで減少した．インタク

トPTHの迅速測定法を術中アッセイ法として用いることによリ，副甲状腺機能充進症の外科的治療の成否

を手術中に判断するうえで有益な情報が得られることが期待される．

Lはじめに
　副甲状腺機能充進症は副甲状腺ホルモン（para・

thyroid　hormone，　PTH）の過剰分泌による高カル

シウム血症を特徴とする疾患である．臨床症状を

有する副甲状腺機能元進症の治療法の第一選択は

過機能副甲状腺の外科的切除を原則とするが，副

甲状腺機能充進症の解剖学的，病理学的および臨

床的多様性（過形成，異所性腺や過多腺の存在，

再手術例など）のため，症例によっては，治癒せ

しめるに＋分な過機能腺組織を手術中に同定し切

除することが困難である場合がある1“4）．そこで，

副甲状腺機能充進症での過機能副甲状腺の外科的

切除の成否を手術中に判断することを目的として，
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尿中サイクリックAMP排泄量の術中測定が諸家

により提唱されたが5”9），低い感度と煩雑な手技，

特殊な計測装置を必要とすることなどから臨床的

に広く用いられるには至っていない．一方，ヒト

副甲状腺より分泌されるPTHの大部分は84個の

アミノ酸からなるPTH・（1－84）（インタクトPTH）

である10）．インタクトPTHの末梢代謝と副甲状腺

からのホルモンフラグメントの分泌のため11’13），

末梢血中には微量のインタクトPTH（10－11　M以

下）のほか，大量のC端PTHを含む多様なPTH

ペプチドが存在する．このうち，インタクトPTH

のみがPTHとしてのホルモン活性を有すると考

えられている14）．近年，Nassbaumら14）により

immunoradiometric　assay（IRMA）15）の測定原理

に基づき，感度，特異性，簡便性に優れたインタ

クトPTH測定法が開発された．インタクトPTH

の血中半減期は著しく短い（5分以下）ことから，

末梢血中インタクトPTH濃度は副甲状腺からの

ホルモン分泌をきわめて忠実に反映する指標と考

えられている16’v18）．したがって，副甲状腺機能

充進症での過機能副甲状腺の外科的切除の成否を

手術中に判断するうえで，末梢血中インタクト
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PTH濃度の変化を手術中に知ることができれば

臨床上有用であることが期待される．しかし，本

測定法はアッセイに22時間を要し14），術中アッセ

イとして本法を用いるにはアッセイの迅速化が不

可欠である．そこで著者らは本アッセイの反応諸

条件を変更することにより，迅速で（反応時間：

15分），しかも正確な血中インタクトPTH濃度の

定量法を開発した．また，副甲状腺腺腫症例2例

において過機能副甲状腺切除前後での血中インタ

クトPTH濃度の経時変化を観察し，アッセイの

迅速化によりもたらされる臨床的利点を検討した．

H．材料および方法

　1・迅速アッセイの反応諸条件の最適化

　通常のインタクトPTH測定法（Allegroインタ

クトPTHアッセイキット，日本メジフィジック

ス社，宝塚）では，標準品または検体200μ1に

1251標識抗PTH－（1－34）抗体1∞μ1と抗PTH－

（39－84）抗体を固相化したポリスチレン球を同時

添加し，室温にて22時間静置した後，ポリスチレ

ン球に結合した放射能をガンマカウンターにて測

定する19）．そこで，アッセイの迅速化のため，反

応条件を37°C振遁水浴下（Yamato　Scienti丘c，東

京）として反応時間の最適化を検討した．次に，

反応時間を15分に固定し，迅速測定法のアッセィ

内再現性，アッセイ間再現性，最小検出感度を検

討した．また，43症例（健常者31名，原発性副甲

状腺機能充進症9名，二次性副甲状腺機能充進症

3名）につき，迅速測定法と通常測定法で得られ

たホルモン値の相関を検討した．放射能の計測に

はマルチウエルガンマカウンター（ARC－600，

Aloka社，東京）を用い，標準曲線の作成には

Log－Logit三次変換を使用した19）．

　2・副甲状腺腺腫切除術前後での血中インタク

　　トPTH濃度の経時変化

　原発性副甲状腺機能充進症と診断され病理学的

に単発腺腫であった2症例で，腺腫摘出術中およ

び術後に末梢血の経時的採血を行い，retrospective

にインタクトPTH濃度および中間部PTHフラ

グメントに特異的な抗体により認識されるPTH

（M－PTH）濃度の測定を行った．　M－PTH濃度は

PTHキット「ヤマサ」（ヤマサ醤油社，銚子）に

より測定した20）．

　3．統計的方法

　得られたデータの初期処理は，Lotus　1－2－3

（ver．2－1J）（Lotus社，東京）によリパーソナルコ

ンピュータ（PC－9801，　NEC社，東京）で行った．

統計量の正規性はX2　testにより，統計学的有意

性は分散分析，共分散分析およびpaired　and　non－

paired　Student’s　t　testsにより，統計処理プログ

ラム21）を用いて検定した．

IIL　結　　果

　1．迅速アッセイの反応諸条件の最適化

　反応条件を37℃振塗水浴下とし，反応時間を

5～20分の間で段階的に変化させた場合の標準曲

線をFig．1に示した．結合放射能は反応時間に
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Fig．1　Time　dependence　of　bound　form　radioactivity．

　　　Graded　doses　of　standard　intact　PTH　were

　　　incubated，　either　at　25℃for　22　h　without

　　　shaking（regular　assay），　or　at　37°C　with　shaking

　　　（rapid　assay）for　the　varying　periods　of　time　as

　　　indicated．　After　incubation，　beads　were　washed

　　　and　the　total　bound　form　radioactivity　was

　　　determined　as　described　under　“Materials　and

　　　Methods．”Data　are　expressed　as　the　mean±

　　　SD　of　triplicate　determinations　and　plotted

　　　over　log　scales．　Representative　data　from　two

　　　similar　experiments　are　shown．
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Time　and　dose　dependence　of　assay　varianCe．

Graded　doses　of　standard　intact　PTH　were
incubated，　in　triplicate，　either　for　22　h　at　25°C

without　shaking　or　at　37°C　with　shaking　for　the

indicated　time　periods，　and　total　bound　form

radioactivity　was　determined　as　described　in

“ Materials　and　Methods．”　CoeMcients　of

variation　were　plotted　as　a　function　of　dose．

Data　are　the　mean±SD　from　three　separate

experlments．
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Fig．3　Determination　of　minimal　detectable　levels　in

　　　　rapid　assay．　Graded　doses　of　standard　intact

　　　　PTH　were　incubated　at　37℃under　shaking　fbr

　　　　15min，　and　the　dose－radioactivity　regression

　　　　curves　were　computed　as　described　in　“Materi－

　　　　als　and　Methods．”Minimal　detectable　level

　　　　was　defined　as　the　hormone　concentration

　　　　which　yielded　the　total　bound　fbrm　radio－

　　　　activity　equivalent　to　the　cpm十2SD　of　the

　　　　hormone－free　sample，　Results　were　from　fbur

　　　　independent　experiments　performed　in　tripli－

　　　　cate，　each　using　assay　kits　of　different　batches．

Table　l　Assay　reproducibility

依存し，反応初期の10分間で急速に上昇し，15分

以降では漸増した．反応時間5～20分での，これ

らの標準曲線の各濃度における変動係数をFig．2

に示した．変動係数も反応時間に依存し，反応時

間が15分以上の場合，変動係数は検討したゼロ濃

度を除く全てのホルモン濃度において10％以下で

あった．そこで，以下の検討では反応条件を37℃

振塗水浴下，15分とした．

　2．最小検出感度

　PTHを含まないゼロスタンダード液の結合放

射能の平均値（Bo）＋2SDに相当する結合放射能

を示す濃度を最小検出感度と定義する場合，27．8

±11．5P9／m1（Mean±SD，　n・＝4）となった（Fig．3）．

　3．再現性
　キットに添付された2種類の異なる濃度のコン

トロール血清を用いて迅速測定法のアッセイ内再

Experi－

ment

Intra－assay Inter－assay

A B A B
－
角
∠
角
3
4
丁

46．9

42．3

39．7

37．6

227

297

258

241

43．0

37．8

44．6

47．4

230

277

262

247

Mean
SD
CV（％）

41．6

4．0

9．6

256
30．6

12．0

43．2

4．0

9．3

254

20．0

　7．9

Serum　intact　PTH　concentrations　in　two　different

control　sera（A　and　B）were　measured　by　rapid

assay　as　described　under‘‘Materials　and　Methods．”

Data　represent　the　mean　values　determined　in

triplicate．

現性およびアッセイ間再現性を検討した（Table　1）．

アッセイ内再現性では，それぞれのコントロール

血清のインタクトPTH濃度は，41．6土4．O　P9／m～，

256土30．6P9／m1（Mean±SD，　n－4）であり，変動
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Fig．4　Correlation　between　intact　PrH　concentra－

　　　tions　determined　by　rapid　and　regular　assays．

　　　Serum　samples　from　31　normal　subjects，9pa・

　　　tients　with　primary　hyperparathyroidism　and

　　　3patients　with　secondary　hyperparathyroidism

　　　were　assayed，　in　triplicate，　by　both　rapid　and

　　　regular　assay　protocols．　Data　were　plotted

　　　after　conversion　to　logarhism．
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　B

1

TIME（HOUR）

　INTACT　PTH
k＝＝9＝“tSxa

係数はそれぞれ9．6％，12．0％であった．また，

アッセイ間再現性では，43．2土4．O　pg／ml，　254±20

pg／mlであり，変動係数はそれぞれ9．3％，7．9％

と良好な再現性が示された．

　4．通常測定法との相関

　43例での血中インタクトPTH濃度を通常測定

法および迅速測定法により測定した（Fig．4）．常

用対数に変換後，ホルモン濃度は正規性を示した．

迅速測定法により計測されたホルモン濃度は通常

測定法により測定されたホルモン濃度ときわめて

良好な正相関（r2＝0．979，　p＜0．001）を示し，その

回帰直線は原点を通過した（95％信頼限界，

－ 0．002≦Y切片≦0．178）．また，迅速測定法によ

る測定値は通常測定法による測定値よりも僅かに

高値を示した（p＜0．001）．

　5．副甲状腺腺腫切除術前後での血中インタク

　　トPTH濃度の経時変化

　原発性副甲状腺機能充進症2例（A，B）で，腺

腫摘出術中および術後に末梢血の経時的採血を行

い，retrospectiveにインタクトPTH濃度（迅速

2　3　4　5　6

竺104：
・

？1・3

x
＝102

ヒ

0
に
】

1

　M・PTH
∨　ト◇「トc・t　F◇

　　TA　　　　H

YSttrk

　　＼→ト唱

0
」
I
B

1

TIME（HOUR）
2　3　4　5　6

Fig．5　Time　series　of　serum　intact　PTH　levels　im・

　　　mediately　after　parathyroidectomy．　Two　pa－
　　　tients　with　primary　hyperparathyroidism　due　to

　　　single　adenoma　underwent　surgical　removal　of

　　　hyperfunctioning　91ands．　Peripheral　blood
　　　samples　were　taken　at　indicated　time　points18）

　　　and　serum　intact　PTH　concentratlons　were
　　　determined　in　triplicate，　retrosp㏄tively，　by

　　　rapid　assay　（●）　and　regular　assay　（口）．　In

　　　addition，　serum　PTH　values，　as　determined　by

　　　aradioimmunoassay　with　an　antibody　specific

　　　to　the　mid・region　of　PTH，　were　plotted（○）．

　　　‘‘B”indicates　the　preparative　hormone　levels．

　　　Vascular　pedicle　to　adenoma　was　ligated　at　the

　　　time　O．　The　shaded　areas　alongSide　the　abscissa

　　　indicate　the　normal　ranges　for　intact　PTH

　　　（吻）19）and　mid－region　PTH（懸翻）20）．

Presented by Medical*Online



Immunoradiometric　assayによるヒト副甲状腺ホルモン・（1－84）の迅速測定法の確立・術中測定法としての応用　121

測定法および通常測定法）およびM－PTH：濃度を

測定した（Fig．5A，5B）．腺腫への血流遮断前での

血中インタクトPTHおよびM－PTH濃度はそれ
ぞれ603P9／m1，0．88　ng／m1（症例A），1，300　P9／ml，

16．7ng／m1（症例B）と高値を示した．腺腫への血

流遮断後，インタクトPTH濃度は急速に低下し，

血流遮断後20分では，それぞれ，前値の10．6％

（症例A），13．5％（症例B）まで減少した．このの

ち，インタクトPTH濃度はさらに持続的に減少

し，症例Aでは血流遮断後30分，症例Bでは120

分で正常域まで低下した．また，両症例において

血流遮断前後でのインタクトPTH濃度の急激な

変動は，迅速測定法，通常測定法のいずれによっ

ても正確に把握できた．一方，M－PTH濃度はき

わめて緩徐な低下を示し，血流遮断後20分では，

それぞれ前値の47．1％（症例A），78．1％（症例B）

までの減少に留まり，観察した時間内（症例A，

140分；症例B，360分）ではM－PTH値の正常化

は認められなかった．

IV．考　　察

　著者らは市販のインタクトPTH・IRMAキット

のアッセイ方法を改良することにより末梢血中イ

ンタクトPTH濃度を迅速に，しかも正確に定量

する方法を確立した．

　一般的に抗原抗体反応は拡散律速反応と考えら

れている22）．アッセイの迅速化にあたり，反応条

件を37°C振邊水浴下とすることにより測定時間

を短縮することが可能となり，反応時間15分でア

ッセイ内変動係数を10％以下に抑制することがで

きた．また，37℃振塗水浴下において反応時間

をさらに延長した場合の迅速法での標準曲線は，

反応時間1時間以降では通常法による標準曲線に

平行し，反応時間3時間まで漸増を示した．37°C，

22時間静置の反応条件下で得られる標準曲線は通

常法での反応曲線とほとんど一致することから19），

37°Cの反応条件下では，振塗の有無に関わらず，

インタクトPTHはきわめて安定であると考えら

れる．

　今回の検討で反応時間を15分とした場合，血清

分離，アッセイ操作，結合放射能の計測，アッセ

イ結果の検討まで含めると，結果が判明するまで

に約40分必要であった．実際に術中測定法として

応用する際には検体の採取，手術室から検査室へ

の運搬に要する時間も加算しなければならず，ア

ッセイの一層の迅速化，手術室とのon－1ine化の

工夫が必要である．例えば，同一キットを使用し

て検査当日にあらかじめ標準曲線を作成しておく

ことにより，同時測定するポイント数を少なくし

アッセイ規模を縮小する，また，マルチチャンネ

ルオートガンマカウンターを使用することによ！，

計測に要する時間を短縮するなどの方法が考えら

れる．

　迅速法での最小検出感度は27．8土11．5pg／m～

（Mean土SD，　n＝4）であった．通常法における最

小検出感度は4pg／mlであるので19），迅速測定法

は通常法に比較して約7倍感度が低い．しかし，

血中インタクトPTH濃度が高値を示す副甲状腺

機能充進症における術中測定法としては十分な検

出感度であると考えられる．

　アッセイの再現性については，2種類の異なる

濃度のコントロール血清を用いて検討され，良好

なアッセイ内再現性，アッセイ間再現性を得た．

通常測定法では検体，標準ホルモンともに2重測

定される14・22）．しかしながら，迅速測定法では結

合放射能が通常測定法の1／10程度と小さいこと，

術中測定において再検査は不合理かつ不可能であ

ることを考慮し，多重測定などアッセイ内変動に

対する慎重な配慮が必要と考える．

　正常者や原発性および二次性副甲状腺機能充進

症患者において，迅速測定法と通常測定法で得ら

れたインタクトPTH濃度は広い濃度範囲できわ

めて良好な正相関を示した．さらに，原発性副甲

状腺機能充進症例での手術前後でのインタクト

PTH濃度の経時的変化についても，迅速測定法

と通常測定法によるホルモン濃度はよく一致した．

ただし，迅速測定法では通常測定法よりも若干高

値を示すことから，迅速測定法によるホルモン濃

度と通常測定法によるホルモン濃度を全く同一と

考えることはできない．
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　インタクトPTHの血中半減期は著しく短い（5

分以下）14・15）ことから，末梢血中インタクトPTH

濃度は副甲状腺からのホルモン分泌を忠実に反映

すると考えられる14，16“’18）．過機能副甲状腺摘除

によりインタクトPTH分泌が急速に減少し末梢

血ホルモン濃度の急速な低下が起こることが予測

される．実際に，今回観察した単発性副甲状腺腺

腫症例では腺腫への血行遮断後，末梢血中インタ

クトPTH濃度は急速に減少し，血流遮断後20分

では手術前値の12．1土2．1％（Mean±SD，　n－2）ま

で低下した．以上のわれわれの成績は，Thompson

ら23），Nassbaumら24）の成績と類似している．

　以上のことから，今回開発したインタクトPTH

迅速測定法は，副甲状腺機能充進症の存在および

質的診断のみならず，有効な外科的治療方針の選

択および成否の判断に関わるきわめて有用な情報

を迅速に，正確に，しかも，簡便に提供し得る検

査手段であると考えられる．

V．結　　論

　1．2－site　IRMA法によるインタクトPTH測

定法を改良することにより，血中インタクトPTH

濃度を迅速に，かつ，正確に測定する方法を開発

した．

　2．反応条件を，37°C振邊水浴下，反応時間15

分とすることにより，良好な再現性を得ることが

できた．

　3．迅速測定法の最小検出感度は27．8pg／m1で

あり，広範なホルモン濃度にわたり，通常測定法

による測定値と良好な正相関を示した．

　4．原発性副甲状腺機能充進症（単発腺腫2例）

において，腺腫への血流遮断により急速なインタ

クトPTH濃度の低下が認められ，血流遮断後20

分でのインタクトPTH濃度は，手術前のホルモ

ン濃度の12．1土2．1％であった．

　5．インタクトPTHの迅速測定法を術中アッ

セイ法として用いることにより，副甲状腺機能充

進症の外科的治療の成否を手術中に判断するうえ

できわめて有益な情報が得られると考えられる．
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Summary

Rapid　Measurement　of　Human　Parathyroid　Hormone－（1－84）by　Imm皿10－

　　　　　　radiometric　Assay　for　Use　in　intraoperative　Determination

　　　　　　　　　　　　　　of　Hypemh皿ctioning　Parathyroid　Glands

Tadako　KousAKA＊，　Chohei　SHIGENo＊，　Nobuyasu　KITAMuRA＊，　Noriyuki　IwAMoTo＊＊＊＊＊，

　　　　　　　　　Kazuki　SHIoMI＊，　Kaechoong　LEE＊，　Teruki　SoNE＊，　Haruki　KIKucHI＊，

　　　　　　　　　　　　Shuichi　OHTA＊＊，　Itsuo　YAMAMoTo＊＊＊，　Shigeharu　DoKoH＊＊＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Junji　KoNisHi＊

　　　　　　　　　　　　　　＊D鋼吻le〃’6ゾRadわlogγa〃d・Nuclear・Medici，〃e，

　　　　　　　榊D卿〃〃2θ〃’q∫0〃乃く～pedicぷ，1【ンo’o伽verぷity　School　of　Medici，〃e

＊＊＊Depar〃ηθ〃’q〆In’er〃alルfど4∫cj〃θ，＊＊＊＊Depa〃〃2e〃’of　Radio　1（）gy，丞ン010　C”y　11δ51ρ”al

　　　　　　　　　＊＊林＊Depart〃2θ〃’ofこlrology，　Kンo’o　Firs’Rθ4　Cro∬・Hospital

　　Rapid　measurement　of　serum　intact　parathyroid

hormone　concentration　was　achieved　by　modifica－

tion　of　an　immunoradiometric　assay　for　the　hor・

mone．　Incubation　of　serum　samples　for　15　min　at

37°Cunder　shaking　gave　optimal　results　in　terms

of　assay　variance　and　reproducibility：intra－assay

CVs　were　less　than　10％　over　the　hormone

concentrations　of　11－1，600　pg／ml；intra－　and

inter・assay　CVs　fbr　two　control　sera　at　different

hormone　levels　were　less　than　12％．　The　minimal

detectable　hormone　concentration　was　found　at

27．8pg／ml．　The　serum　hormone　levels　of　43　sub・

jects（31　healthy　subjects，9patients　with　prim’ary

hyperparathyroidism，εnd　3　patients　with　second一

ary　hyperparathyroidism）determined　by　either

rapid　or　regular　assay　well　correlated　with　each

other（r2＝0．979，　p〈0．001）．　In　two　patients　with

parathyroid　adenoma　serum　intact　PTH　levels　fell

rapidly　to　12．1％　of　the　preoperative　values　20

min　after　ligation　of　the　vascular　pedicle　to　the

hyperfunctioning　glands．　We　conclude　that　the

modified　assay　protocol　allows　rapid，　accurate，

and　simple　estimation　of　intact　PTH　concentra－

tions，　and　can　be　used　as　an　intraoperative　meas－

ure　to　aid　both　diagnosis　and　surgical　cure　of

hyperparathyroidism．

　　Key　words：IRMA，　Intact　PTH，　Intraoperative

measurement，　Rapid　assay，　Hyperparathyroidism．
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