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要 旨

先天性甲状漉機能挺下症の新生克スクリーニングを目的とした漉紙血液からの� thyroxine 

(T4)測定法を検討した。誤，Ij定法� 1は，東洋諸紙� No.50の径10mmdisc 2枚を澱定材料とし，� 

barbital bufferにて議紙よ!J� T4を揺出した。拍出液に� 1251_T.岳と T4技血清を加え，インキ

ュベーション後レジンスト芦ップで� boundと� freeの� T4を分離した。課H定法2は，� PKU 

櫨紙の窪10mmdisc 1設を測定材料として， 測定法� 1と詩じ方法で� T4測定をした。誕定法� 

をer宜glycine-acetate'gelatin bu定材料として，11枚を誤3mm  disc 1譲紙の径PKUは，3

含む� T4抗血清および� 1251・T4を加えインキュベーション後，� polyethylene glycolにて� B-F

分離を行った。結果は，測定法� 1にて，語紙血液からの� 2 抽出時間は12-16時間では安定し

ていた。血請� T4と櫨紙血液� T4と辻� r=0.961(n=20) と良好な相関を有し，血清� T42.2 

μg/dlの者の議紙血液ちも測定可能であ担，血清� T4低笹者は港紙血夜によっても十分に

訂正常者から分離可能であった。澱定法2においても，血清ちと譲紙血液� T4とは主=� 

0.895 (n=25)と良好な相関を有し， 車靖� T4 1.2μgjdlの者の漉紙血液� T4も誤.lJ定可能であ

った。最後にさらに微量の材料による測定法3の結果は， まず径llmmの語紙血液から径3 

mmの� discをパンチアウトする場合，中心部と周辺部とでは� T4の分布に差があったので、周

辺部からパンチアウトするように統ーした。血清志と議紙血液� T4とは玄こ0.900(n=30) 

と良好な相関を有し，血清� T42.0μgjdlの者の櫨紙血液もも部定可能であった。以上，櫨

紙血液材料を}I寅次微量犯させて� 3方法の諒紙車按� T4の誤.lJ定を行い，先天性甲状線機能抵下症

スク予ーニングに実用北し得る方法を確立した。� 
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略語一覧� :T岳:throxine，PKU: phenylketonuria，R1A: radioimmunoassay 


TBG: thyroxine binding globulin 


ら2)は携帯血を用いたが， 新生児の足底穿剰によ予容易
は じ め に

に採取でき， かっ先天代謝異常症のスクヲーニング，

先天性甲状線機能低下痘(クレチン症)における知能障 いわゆる� Guthrie法と同時撞行のできる櫨紙血液を用

害を未然に跨ぐには早期発見・早期治療が必要である。 いた方が実用的である。語紙血液からの� T4誤.!J定法試� 

その苦的で新生児スクリーニングが試みられている円 Dussaultら玖� LarsenちGの報告がある。著者も� ra-

スクリ}ニングの際の測定材料としてはじめに� Klein dioimmunoassay法による濃紙血液� T4測定法を検討し
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たので報告する。はじめは直径lOmmの櫨紙血液2枚に

よる測定を検討し，次に検体の微量犯を計!J，� 10mm径� 

1枕さらに�  3mm径� 1故による� T4誕定を検討した。

実験方法�  

a. lOmm  disc 2款による方法〈測定法� 1) 

東洋諸紙� No.50に血液を浸し，直径lOmmの丹に打

ち抜いた譲紙車液2枚を誤:6定材料とした。� 0.07M，p百� 

8.6の� barbita1bu百er1 m1に櫨紙血設を入れて� T4を

抽出した。揺出後濃紙を取り除き，抽出液0.7m1をじ

未知検捧とした。以下第一ラジオアイソトープ社のリア

マット� T4キットを使用し，� 125I-T4搭液� 1m1とT岳抗

車渚� 100[11(magnesium 8“anilino・1-aphtha1enesu1-

fonateおよび�  barbita1bu宣erを含む〉を拾出液に加

え，� 370C温浴で30分間インキュベートする。レジンス

トリップを入れ室温30分開ローテーターで回転させて� 

boundと� freeの� T4を分離する。レジンストリップを

取ヲ除いて試験管の� 1251をカウントする。諜準曲線ほキ

ットの諜準� T4車清� 10μiから簿ちれたものを用いたい〉。� 

b. 10mm disc 1枚による方法〈測定法� 2)

測定法� 1と基本的に変わりはないが，測定材料を先天

代謝スクリーニングで、用いられている� PKU漉紙(東洋

諸紙社)とし，直径10mmの議紙血液� 1教とした。そし

て� barbitalbu笠er 1 mlで語紙車液から� T4を抽出後

議紙を取り諜き，抽出液全量をも未知検体とした。以

下測定法� 1と毘様の手}r震で� T4測定を行った。� 

c. 3mm disc 1枚による方法〈測定法� 3)

互E液を畏した� PKU諸紙より直径� 3mmの櫨紙血液

をパンチアウトして測定材料とした。� Thyroscreenkit 

〈ダイナポット社〉の抗� T4血清液� (sodiumsa1icylate 

を含む� glycine-acetate-ge1atinbuffer液)80μlに櫨紙

皐設を入れ15分間インキュベートする。次に� 1251-T岳溶

液� (sodiumsalicylate，8膏� anilio・1・naphthalenesulfonic 

acidを含む� glycine司� acetate-gelatinbuffer液)を� 300μ1

入れ室謹1時間インキュベートする。� boundと� freeの� 

T4分離には� polyethyleneglycol 2 mlを用い，� 3000 

rpm 15分間遠心して分離する。標準曲線は，血清� T411直

既知の血清からへマトクロット50誌になるよう作成した

全車を浸した標準漉紙血液を用いた。

実験成績�  

a.誕定法� 1による成績� 

1) barbital bu宣er0.7mlをこのキットの挺定系に

却えても標準畠線に変化をきたさなかった。� 

2) 抽出時間を� 2-24時間の聞で変北させてみた(函� 
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図1. 抽出時間による� T4植の変化� 
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図� 2. 血清� T4と語紙皐液� T4との相関 


(誤.lJ定法 1)
 

1) 8詩間以後詰安定してお!J，以下の誤!]定において0 

は抽出時間は12-16持関とした。� ぜ

3) 種々の甲状腺機能状態の小売20関において，その

血清主催と語紙車波百値との間には� r=0.961と良

好な棺関があった〈図� 2)。血清� T42.2μ gfdlの者の譲

紙血液� T4が1.4μgfdlと測定され，車、清� T4低信者は

明らかに濯紙血液によっても分離可能であった。� 

4) 生後� 3-813の新生克10部においても，その血清� 

T4鑑と、遺紙車液� T411直との間には� r=0.803と良好な相
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間� 3. 車清� T4と濃紙血液� T4との相関(新生

克) (測定法 1)

関が認められた(図� 3)。� 

b.測定法2による成農� 

1) 125I・2 を全血に諜加して作成した誼紙血抜から

の抽出率は97.3:t5.2%(n= 5)であった。� 

2) 同一被検小売の血溝� T4値と諒紙血液� T4~直との

相関は国� 4のように主ニ0.895と良野であった。血溝� T岳� 

1.2μg(dlと{底値の者も語紙血設にて1.2μg(dlと誕定し

得た。� 

c.測定法3による成績

1) 先天代謝スクリ}ニングにおいて，車液は� PKU

語紙の直径llmmの円に浸される。 そこで径llmmの

語紙血液から� 3mmdiscをパンチアウトする場所によ

る� 2 誼の違いを検討した。全血に� 1251・2 を諒加して

作った盆llmmの譲紙血液の中心部と周辺部とからパン

チアウトした� 3mmdiscにおける� 125Iのカウントを比

較した。表� 1のように� T岳は周辺部よ習中心部に抵く分

布した。検捧数が多く採れることから，標準語紙車披も

検体も全て周辺部からパンチアウトすることに統ーし

た。� 

2) 諒一被検小児の血清� T4値と、藩紙血液� T4笹との

相関は図5のように� r=0.900と長好であった。� 

3) 生後3カ月の� TBG欠損症2例において，皐請� 

T4が2.3および2.0μg(dlであったが，その櫨紙血液� T4 

密� 4. 血清� T岳と語紙車、液� T4との相関〈測定

法� 2)

表1.譲紙中心部と周辺部とにおける� 
1251-T4の分布� 

中心部� 周辺部� 

n 10 10 

cpm m 2371 2605 

SD 123 302 

P<0.05 

μg/dII 

30 r-

血 l 
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図� 5. 血清� T4と語紙血液� T4との相関(鞠定

法� 3) 
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表� 2. アッセイ内変動係数� 

mean T4 4.57 5.83 27.1 μg/dl 

n 10 10 8 

SD 0.60 0.77 5.7 

cv 13.1 13.2 21.0 % 

は2.8かよび、2.7μg/dlと測定し得た。� 

4) アッセイ内変動録数(同一者の血液濃紙の数ケ所

からパンチアウトしたもの〉は表2のように� hypothy-

roidで13.1%，euthyroidで13.2%，hyperthyroidで� 

21.0弘であった。アッセイ間変動係数は19.3%であっ

た。� 

5) 生後5日目の新生児241剖の語祇血液� T4は正規

分布をし， その平埼笹と標準慣差は11.3土2.8μg/dlで

あった。

考 察

クレチン症早期発見のためのスクリーニングを巨的と

した櫨紙血液からの� T4測定は� Dussau1tらおと� Larsen

ら心がはじめて報告を行っている。� Dussaultらは� 1/2イ

ンチ〈約13mm)径の諸紙血液からぬ出italbufferに

て� T4を抽出し，� RIA法で測定した。� Larsenらは� 1/8

インチ〈約3.2mm)径の語紙車液で，� T4抗体と� tracer 

T4および� sodiumsalicylateを含告� glycine.acetate 

bufferを用い，抽出操作の前処置なしに� RIA法で測定

している。

これら櫨紙血液からの� T4測定は感度の優れた� RIA

法の進歩によるところが大である。著者はリアマット� 

定可能で、あるこ11という微量で誤10μ1キットが車清T4

とめを利果して，� Dussaultらの方法に準じた� barbita1 

bu宜erによる語紙車液からの� T4の拍I:Bを行い，以下上

記キットを用いて� T4を測定した〈誤H定桧� 1と2入 、議

紙は一般にベーパ}クロマトグラフイ}で使われている

東洋、濃紙� No.50を使用した(測定法� 1)が，先天代謝

スクリーニングで使用されている� PKU櫨紙と同じもの

を使用した方が実用的で、あるので，測定法� 2および� 3で

は� PKU諸紙を使用した。 測定法1の10mm径濃紙血

液� 2枚は全血約30p1を含み， その抽出液� 1ml中の0.7 

mlを測定検体としたので，全血として約21μ1，血清と

しては小児(ヘマトクリット40弘とすると)約13μ1，新

生児(ヘマトクリット50%とすると〉約10.5μlが測定検

体量となっている。測定法2における� PKU諸紙10mm

径� 1枚には約20plの全血が浸される，拾出液全量を検

体としたので血清担当量はほぼ誤n定法� 1と同様となる。

従って血清10μ1を検捧とするジアマット� T4キットで

抽出液の� T4が測定可能であるうと考えられた。

瀦定法工および� 2において，小児の血清� T4~直と語紙

血液� T岳笹とは趨めて良好な相関が得られた。車j青T岳� 

2.2および;1.2μg/dlという低f直のものでも語紙血設にて

定可能であったこと辻十分な感度を有していると考えIJ誤，� 

られる。また新生児}こおいて辻へマトクヲットが一般小

児よ歩高いので譲紙血液� T4植は低く出るが，血清� T4

とは良好な相関がみられることから実際の新生克スクリ

ーニングにも有用で、あると考えられる。

誤，'1定法3は，議紙血液� T岳測定馬のキットである� 

Thyroscreenキットを用いた。 キットでは� 6mm disc 

が使われているが，先天代謝スクリーニングの� Guthrie

法で用いられていると同じ� 3mmdiscで測定できるよ

うに改変した。種々検討し，抗� T4血清をキットで辻� 

200pl使用しているが，� 80plと少なくすることによっ

て可龍となった。誕定法� lおよび2では語紙血液を入れ

たままでは測定不能で、， ~憲紙を取り除いた拍出液を灘定

材料とする操洋が必要であった。しかし海j定法� 3では語

紙を取予除く必要がなく，操{乍がよ� F簡便となった。た

だ注意すべき点比� 11mm径の櫨紙に浸された全血にお

いて，� T4は罵辺部に多く分布するので，� 3mm  discを

打ち抜く場所を一定にしなければならないということで

あった。アッセイ関変動係数が19%とやや大きかった

が，実際のスクリーニングの擦は，多数の検捧を� 1Jjむこ

アッセイするので� 1自のアッセイ内において-2SD以

下を� T岳低値とするよう� iこすれば問題はない。血請� T4 

2.0μg/dlの� T4低値者も議紙車按にて2.7μg/dlと測定

しf尋た。

、諸紙は冷蔵車および室謹でも� 2カ月間保存で彰響辻な

かったが，実際には冷蔵庫保存をした。

クレチン痘早期発見のためのスク!J~ニングに，今自

検討した櫨紙車液� T4誤.IJ定法が十分に応用で、きると考え

られた。

稿を終えるにあたり，御指導，御校関をたまわった中

島博徳教授に深謝いたします。また御助言いただいた新

美仁男講師，佐々木望助手に深欝いたします。ヲアマッ

トT岳キットを語誤していただいた第一ラジオアイソト

ープ研究所，� Thyroscreenキットを提供していただい

たダイナポット社に感語tいたします。

本論文の一部は第24@1および第26国民本分絡学会東部

部会総会，第� 5田代詩f異常スクリーニング研究会，第12

匝日本小児内分諮研究会tこて発表した。� 

SUMMARY 

For the screening of congenital hypothyroidism， 
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measurement of thyroxine (T 4) in五lte主� paper 

blood sample was developed. 1n method 1 : two 

spots of 10 mm  diameter五lterpaper (Toyo五lter 

paper No. 50) were used，and eluted by ba-

rbital bu妊er. To the eluate were added 1251-T 

and anti.T 4 antibody. After incubation，bound 

and free T 4 were sepa主ated by resin-strip. 1n 

method 2: one spot of 10 m毘� diameter日terpa-

per伊豆U 臼terpaper) was used，and the follo・� 

wing measurement was much the same method 

1. 1n method 3: one spot of 3 mm  diameter 


PKU五lterpaper was used. To it was added 


glycine-acetate-gelatin bu宜ercontaining 1251_ T 4 


and antI-T 4 antibody. After incubation，bound 


and free T 4 were separated by polyethylene gly-

col. Results: Good correlation between serum 


T4 and T4 of五lte主� paperblood sample was ob-

tained (r二� 0.961in method 1，r=0.895 in method 


2，and r二� 0.900in method 3). All the methods 


were sensitive enough to mesure very low T 4 


(1.2-2.2μgfdl) in serum. These methods could 


be useful for screening of congenital hypothyro・
 

idism. 
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