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緒 言

甲状 腺 中毒 症 にはバ セ ドウ病 に代表 され る甲

状 腺 よ りの ホル モ ン産 生分 泌亢 進す な わ ち甲状

腺 刺 激 に よる もの と,亜 急性 甲状 腺炎 な どの 炎

症 に よ る甲状 腺破 壊 に もとづ く甲状 腺 よ りの 甲

状 腺 ホ ルモ ンの漏 出 に よ る もの が あ る.そ の鑑

別 は臨床症 状 お よび検 査 所 見な どよ り多 くの症

例 で可能 で あ るが,鑑 別 困 難 な病 態 と して無痛

性 甲状 腺 炎 に よ るものや バ セ ドウ病 に無痛 性 甲

状 腺 炎が合 併 す る症例 も多 く存在 し,か か る症

例 での確 定 診断 の ため には 甲状 腺へ の アイ ソ ト

ープ摂 取率 検 査 が必 要 であ る.し か しなが らア

イ ソ トー プ を用 い た検 査 は 限 られ た施 設 での み

可能 で あ り,ま た妊 娠,授 乳 中の患 者 では禁 忌

で あ る.刺 激 性 と破壊 性 との鑑別 の ため に利 用

しう る検査 と してT3/T4比(1, 2)が ある

が必 ず しも鑑 別 可能 で は ない.今 回本研 究 では

甲状 腺 中毒 症 に 関 し刺激 性 と破壊 性 の鑑別 の た

め 甲状 腺 に局 在 し破壊 に よ り漏 出す る と想 定 さ

れ る物 質 の血 中 での 測定 を 目的 として,甲 状 腺

ホ モ ジュネー ト由来物 質 を免 疫 し甲状 腺 濾胞 腔

内の物 質 を認 識 す るモ ノク ロー ナル抗 体 を確 立

し,確 立 モ ノク ロー ナ ル抗体 を使 用 して 患者 血

中の抗 体認 識 物質 を測定 し甲状 腺 中毒 症 の鑑別

につ い て検 討 した.

方 法

1. 抗 原 の調 整

手術 時摘 出バ セ ドウ病 甲状 腺 を使用 し0.25M

 sucrose含 有Tris buffer (pH 7.2)に て ホ モジ

ュネー トを作製 し10万G遠 心 上 清 を得 た.さ ら

にサ イ ロ グロブ リンの 混入 をで きるだけ さけ る

ため作 製 した10万G遠 心 上清 にて45%硫 安 飽 和

液 を調 整 しその5000G遠 心上 清 を抗 原 と し

た.

2. モ ノ クロー ナ ル抗体 の作 製

6週 齢のBALB/cマ ウスに4mgの 抗原 をPBS

に溶解 し等 量のcomplete Freund's adjuvantと

混合 しエ マル ジ ョン を作 成 し背部 皮下 数箇 所 に

1週 毎 計4回 免疫 した.最 終 免疫3日 後 に免疫

マ ウス を屠殺 し脾細 胞 を調整,脾 細胞 浮遊 液 と

8-azaguanine耐 性NS-1ミ エ ロー マ細 胞 を

混合 し,50% PEG4000 (MERCK, Germany)

にて細 胞 隔合 を行 な った(3).96穴 培 養 プ レー

トに 融合細 胞 を播種 し,HAT (100μM hypox

anthine, 400nm aminopterin, 16μM

 thymidine)含 有10% Fetal Bovine Serum

 (AERMER, Australia)含 有RPMI1640 (GIB-

CO, USA)培 地 にて融合 細胞 を選択 した.7～10

日培養 後各 ウェル の上 清 を採 取 し,免 疫抗 原,

サ イ ログ ロブ リン,正 常 ヒ ト血清 を抗 原 と して

ELISAに て ス ク リー ニ ン グ した.陽 性 ウェル の

うち免疫抗 原 と反 応 し,サ イ ロ グロブ リン,正

常 ヒ ト血清 と反応 を認 め ない もの を選 択 し限 界

希 釈 法 にて クロー ニ ン グ し目的 の モ ノ クロー ナ

ル抗体 を得 た.大 量の 抗体 を得 るためプ リス タ

ン前処 理BALB/cマ ウスに確 立 モ ノ クロー ナ

ル抗体 産生 細 胞 をマ ウス腹 腔 内に接種 し3～4

週 後 腹水 を回収 しプ ロテ イ ン-Aア フ ィニテ ィ

ー カ ラム(MAPS Kit BIO-RAD
, USA)に て

モ ノ クローナ ル抗体 を精製 した.
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3. 蛍光 抗 体 法

組 織 抗 原切 片 と して は手術 摘 出バ セ ドウ病 甲

状 腺凍 結切 片 を使 用 した.cryostat (BRIGHT)

に て4μmの 凍 結切 片 を作 製 し風 乾後,100%メ

タ ノー ルで30分 間室 温 にて 固定,培 養 上 清 を30

分 作用 した後PBSに て洗浄 し,FITC標 識抗

マ ウスIgG山 羊血 清 に よる蛍 光抗体 間接法 に よ

り染 色パ ター ン を観 察 した(4).

4. SDS-PAGE

Laemmliの 方 法(5)に 準 じて,ゲ ル電気 泳

動 にて抗 原 を分 画泳 動 した.泳 動 資料 を還 元 お

よび非還 元 条件 下 にSDSを 加 え100℃ 3分 間煮

沸 し可 溶化 し,15% polyacrylamide分 離 用 ゲ

ル(0.375MTris-HCl, pH 8.8)に て 泳動 を行 い,

泳 動 後 クマ シルブ ルー 染色 に て検 討 した.

5. Western blotting

SDS-PAGEに よっ て分 離 され た 抗 原 を,

0.192Mグ リシ ン と20%メ タノー ル含有0.025M

トリス緩衝 液(pH 8.3)中 でニ トロセル ロー ス膜

に転 写 し,1%ゼ ラチ ン-PBSに てブ ロッキ ン

グ後 モ ノ クローナ ル抗体 を室 温 で1時 間反 応 さ

せ た.次 にPBSに て洗浄 した後,horseradish

 peroxidase標 識抗 マ ウ スIgG山 羊血 清 を反応

させ,PBSに て 洗浄 後,基 質 溶液(4-methox-

ynaphthol, Alorich, USA)を 加 えて発 色 させ

た.

6. モ ノ クローナ ル抗体 認 識 血中抗 原 量の測 定

(inhibition assay)

_??_ Standard: Ag diluted by buffer

 (0.5%BSA, 0.1% Tween20 in PBS)

_??_ Sample: serum diluted by buffer 

(•~2.5)

_??_ HRP-MoAb:過 ヨウ素 酸 法 に てペ ル オ

キ シ ダー ゼ標 識

Fig. 1 Inhibition assay procedure

ア ッセ イの 手順 をFig. 1に 示す.抗 原 溶液

(10μg/ml in PBS)を 調整 し96穴ELISAマ イ

ク ロ タ イ ター プ レー ト(Maxisorp, NUNC,

 Denmark)に,100μlず つ4℃ にて一昼 夜 プ レー

テ ィ ン グ した.PBSに て3回 洗浄 後,室 温 にて

60分 間1%ゼ ラチ ンでブ ロ ッキ ング しPBS-

Tweenに て3回 洗浄 した.horseradish perox-

idase標 識 したモ ノ クローナル抗体 と患 者血 清 と

をあ らか じめ20分 間試験 管 内 で反応 させ た後,

マ イ クロ タイ ター プ レー トに移 した.室 温 で60

分 間 反応 させPBS-Tweenで3回 洗浄 した後,

発 色基 質(o-phenylenediamine, Wako, Japan)

を加 え て吸光 度 を492nmでEIA Reader (BIO-

RAD, USA)に て測 定 した.測 定 結果 は,standard

と して抗 原の希 釈 列 を作 成 し各希 釈抗 原 での 吸

光 度か ら作 成 した標 準 曲線 よ り濃度 をU/mlで 表

示 した.測 定 は すべ てduplicateで 行 い,有 意

差検 定 はStudent's t-testを 用 いた.

結 果

1. モノ クロー ナル抗体

サ イ ログ ロブ リン,ヒ ト血 清 とは反 応せ ず免

疫 抗原 と反 応す る6種 の モ ノ クローナ ル抗体 が

得 られ た.確 立 したモ ノ クローナ ル抗体 の うち

6E1,4G2の2種 の抗体 に つ いて さ らに検 討

を加 えた.

2. 蛍光 抗体 法(Fig. 2)

バセ ドウ病 甲状 腺組 織切 片 をメ タノール 固定

した後 モ ノ クロー ナル抗 体(6E1)を 反 応 させ,

次 にFITC標 識抗 マ ウスIgG山 羊抗体 を反応

させ た ところ甲状 腺 瀘胞腔 内 がほ ぼ均一 に染 色

され,モ ノ クロー ナ ル抗体 認 識抗 原は 瀘胞 腔 内

に局 在 して い る と考 え られ た.

3. SDS-PAGE (Fig. 3)

還 元お よび非還 元条 件下 のいずれ の条件 で も,

免疫 抗原 は60kD前 後お よび14kD付 近 に合 計数

本 のバ ン ドが検 出 され た.
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Fig. 2 Indirect immunofluorescence staining of thyroid tissue from Graves patients.

(a) shows staining with monoclonal antibody (6E1), consisting of a bright uniform 
staining of the colloid.
(b) shows no staining of the colloid spaces with PBS.

4. Western blotting (Fig. 4)

6E1, 4F2の2種 類 の モ ノク ロー ナ ル抗 体

を使用 した検 討 ではいずれの抗 体 で も14kD付 近

にバ ン ドが検 出 され た.

5. Inhibition assay (Fig. 5)

ELISAに て 甲状腺 疾 患患 者45例(バ セ ドウ病

31例,亜 急性 甲状 腺炎14例),正 常 人10例 の 血清

中の抗 原 量 を測定 した.正 常 人血 清の 平均抗 原

量 は27.4±2.3U/ml (mean±SD),亜 急性 甲状

腺炎 患者14例 では10.9±4.5U/mlで あ り,亜 急性

甲状腺 炎 患者 血清 で は有意 に 認識抗 原 量 は減 少

して い た.バ セ ドウ病 患者 で は未 治療 で機能 亢

進 状態 の もの16例 で21.1±5.1U/ml,血 中 甲状 腺

ホルモンが正常 の もの15例 で20.0±4.9U/mlで あ

り,亜 急性 甲状 腺炎 患 者でや は り低値 であ った.

正 常人 とバ セ ドウ病 患 者血 清 では機 能亢 進状 態

の 有無 にか かわ らず 有意 差 は認 め られ なか った.

考 察

甲状 腺 中毒 症 は血 中の 甲状 腺 ホルモ ンの過 剰

に よる臨床病 態 で あ るが,そ の原 因 と しては主

に バセ ドウ病 に も とづ く甲状 腺細 胞の過 剰刺 激

に よるホル モ ン産 生分 泌 の過剰 に よる もの と,

炎症 に よる甲状腺 組織 の破 壊 に よ る血 中へ の ホ

ル モ ンの漏 出 に よる もの とに大 別 され る.両 者

の鑑 別 は臨床 治療 上 も重要 であ るが,鑑 別 に関

しては 中毒症 を惹 起す る病 気 の臨床 症状 か らの

断 定,ま た血 中物 質 の測 定 に よる鑑 別 に関 して

は刺 激 に よ り甲状 腺 よ り甲状 腺 ホル モ ン とと も

に分 泌 され るものの 同定,破 壊 に よ りホ ルモ ン

とともに漏 出す る物質 の 測定検 討 な どが考 慮 さ

れ る.臨 床症 状 に関 しては破壊 性 甲状 腺 中毒 症

であ る亜 急性 甲状 腺 炎 では発 熱,甲 状 腺部位 の

疼 痛,血 沈亢進,CRP上 昇 な どの 炎症 所 見 よ り
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その診断は比較的容易である.し かし今ひとつ

の破壊性甲状腺中毒症である無痛性甲状腺炎は

甲状腺局所の所見も乏しく,また血沈亢進,CRP

陽性などの炎症所見に乏しく,バ セ ドウ病 との

鑑別が因難な例が存在する.ま たバセ ドウ病患

者での出産後の再発には,多 くの例で無痛性甲

状腺炎が関与していることが指摘されている.

かかる症例では甲状腺中毒症が破壊性か刺激性

であるかの最終的鑑別は放射性物質を使用 した

甲状腺への摂取率検査が必要となる.し かし放

射性物質の使用が不可能な施設も多くまた妊娠,

授乳中の患者への使用は禁忌である.

Fig. 3 SDS-PAGE analysis in reducing

 (lane 1-4) and non-reducing (lane 5-
8) conditions.

Lane 1, 7 shows microsome fraction

 (Mic), lane 2, 8 thyroglobulin (Tg),

 lane 3, 6 crude antigen (crude Ag),
 lane 4, 5 mol wt markers (Std).

Fig. 4 lmmunoblotting of the antigen.

After electrophoresis gels were sub

jected to immunoblotting with
 mouse monoclonal antibodies direct
ed to the antigen (6E1, 4G2).

甲状腺刺激または破壊による甲状腺由来のホ

ルモン以外の血中物質の検討に関してはサイロ

グロブリンがある.サ イログロブリンは甲状腺

瀘胞腔内に存在 し隔絶抗原として考慮されてき

た.し かし近年血中濃度に関して正常人血清中

に も微 量 なが ら存在 し破 壊性 甲状 腺 中毒 症 では

血 中濃度 は高値 では あるが,刺 激性 甲状 腺 中毒

症 であ るバ セ ドウ病 に お いて も甲状 腺 よ り過 剰

に分 泌 され,そ の 濃度 測定 はバ セ ドウ病 の治 療

の一指 標 とさえ考 え られて い る(6, 7) .ま た

その 血中 濃度 は 自己免疫 性 甲状 腺疾 患患 者血 中

に高率 に存 在す る抗 サ イ ロ グロブ リン抗体 に よ

り正 しい 濃度測 定が 困 難で あ り中毒症 の鑑 別 に

は利用 しが たい.そ の ほか鑑 別 に利用 しえ る知

見 と してT3/T4比 が あ る(1, 2).刺 激性

甲状 腺 中毒 症 では破壊 性 に 比 し,末 梢 でのT4

か らT3へ のconversionが 正常 人 に比 し促 進

してお りT3/T4比 が高値 で あるとされてい る.

しか し例 外 も多 く確 実 な診 断に はい まだ利 用 し

が た い.そ の他鑑 別 に利 用 で き うる物 質 の測定



甲状腺中毒症の鑑別 645

は現在報告がない.以 上の事実にもとづき今回

甲状腺に局在する物質につき検討を加えた.甲

状腺ホモジュネー トの可溶性成分 を使用し,サ

イログロブリンとは異なる分子量14万の瀘胞腔

内に局在する物質に対してモノクローナル抗体

を作製しこれを利用して患者血中の濃度測定を

試みた.確 立モノクローナル抗体が認識する物

質に関しては今回の検討では自己抗体の存在は

認められなかった.し たがって濃度測定に関し

てはサイログロブリン測定時のような自己抗体

の影響の考慮は不要である.測 定の結果,当 初

破壊による漏出のため血中濃度が高値となると

推定していたのとは異なり,破 壊性甲状腺中毒

症患者ではその濃度は正常人,バ セ ドウ病患者

に比し低下していた.こ の点については2つ の

ことが考慮される.ひ とつは測定物質が代謝回

転の早い物質であり正常,バ セ ドウ病では常に
一定の血中への供給があるが,破 壊性甲状腺中

毒症では血中濃度測定の時点ではすでに甲状腺

は破壊されており甲状腺よりの血中への供給が

少ない.も うひとつは検索物質が炎症により甲

状腺内で破壊され血中への供給がないことなど

が考慮される.今 後認識物質の詳細な性状,代

謝についての検討が必要であるが,血 中の抗原

量を測定することが甲状腺中毒症の鑑別に有用

となる可能性が示唆された.
Fig. 5 Antigen in serum samples measured 

by binding inhibition assay, using
 ELISA, in 10 normal subjects, 14 

patients with subacute thyroiditis 
(SAT), 31 with Graves' disease (16 
hyperthyroid and 15 euthyroid 
state).

結 論

1. サ イ ログ ロブ リン とは異 な る,甲 状 腺 瀘

胞 腔内 に存在 す る可 溶性 蛋 白 を認 識す るマ ウス

モ ノク ロー ナル抗 体 を作製 した.

2. 抗 原 はバ セ ドウ病 甲状 腺組織 ホモ ジュ ネ

ー トの10万G遠 心 上清 の45%硫 安 飽 和 上清 分

で,Western blotで14kD付 近 にバ ン ドを検 出

した.

また蛍光 抗体 間接法 に よ る組 織染 色 では 甲状

腺瀘 胞腔 内が 染色 され,抗 原 は瀘胞 腔 内に局 在

してい る と考 え られ た.

3. 甲状 腺 中毒症 の鑑 別 の 目的 で,正 常 人,

バ セ ドウ病 ,亜 急性 甲状 腺 炎患 者血 清 中の抗 原

量 をマ ウスモ ノー クローナル抗体 を用 いたELISA

で測定 した とこ ろ,亜 急性 甲状腺 炎 で有 意に低

値 とな り,破 壊 性 と刺 激性 との鑑 別 に有 用 とな

る可能 性が 示 唆 された.
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The difference between stimulative and destructive thyrotoxicosis is usually identified by 

thyroidal uptake of radioactive iodine, but uptake is not always available. At present, there 

is no reliable in vitro method of differential diagnosis of thyrotoxicosis. We conducted an 
investigation of an in vitro method of differential diagnosis of thyrotoxicosis by inhibition 

assay using monoclonal antibodies that recognized an antigan (14kD) differing from thyrog

lobulin and thyroid peroxidase. The antigen is the soluble material present in the thyroid 

follicular space, and is detected by immunofluorescent study. We measured the concentration 

of this antigen in the sera of patients with thyroid diseases by inhibition assay. In sera from 

patients with destructive thyrotoxicosis, the concentration of the antigen was lower than that 
in sera from normal subjects and from Graves' disease patients. There was no significant 

difference between normal subjects and Graves' disease patients. The data suggest that 

measurement of the antigen in sera from patients with thyroid disease can be useful for the 

differential diagnosis of thyrotoxicosis.


