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マウス臼歯歯胚における基底膜付随無周期性

細線維の形成とその性質について
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　抄録：胎生10日から生後2日のマウス歯胚の内エナメル上皮側基底膜に付随する無周期性細線維（細線維）

の形成を光顕および電顕的に観察した。さらにその性質について酸性ムコ多糖類の検出と酵素消化法により

組織化学的に検討を試みた。

　胎生10日から14日目の歯堤では，すでに基底板の形成がみられるが，細線維とコラーゲン線維は見られな

い。胎生16日目になると基底板に付随する少数の細線維の形成が観察される。胎生18日目では，これらの細

線維の他に，コラーゲン様細線維が出現し，20日目になると基底板の明帯を貫く多数の細線維の形成が観察

された。生後1日目の象牙前質形成領域では，細線維が最も発達している。象牙質基質形成領域につれて細

線維は前エナメル芽細胞の陥凹部に凝集し，歯冠部側では前エナメル芽細胞突起間に集合してみられた。生

後2日のエナメル質形成領域の細線維はstippled　materialと混在する時期もあるが，針状結晶が出現して

くると，まもなく不明瞭になる。

　組織化学的に細線維はRR染色，　PAM染色に陽性であった。しかしNeuraminidaseあるいはHyaluro－

nida三e消化後のPAM染色では細線維は両者ともに陰性を示した。コラーゲン線維はCollagenase，　Pepsin，

Trypsinなどの酵素では，いずれも消化されたが，細線維と基底板は不溶性であった。また，　Neu：aminida：e

とHyaluronidaseあるいはこの内のいずれかと上記の酵素との組み合せ消化試験ではコラーゲン線維は溶

失するが，細線維と基底板は不溶性であった。

　以上の結果から細線維はシアル酸とピアルロン酸を含み，そのcore－proteinはCollagena三eなどに強い

抵抗性を示し，基底板と類似の性質を有することが明らかとなった。
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緒 言

　電子顕微鏡が硬組織に応用されて以来，歯胚

の内エナメル上皮側基底膜に付随する無周期性

細線維（以下細線維と呼ぶ）の存在については

多くの報告がみられる。これらの線維は研究者

によってnon－striated　fibril1），　microfilame－

nt2），　aperiodic　fibril3）あるいはfilamentous

material4）などと呼ぼれているが，いずれも同

一の細線維を示すものである。この細線維は

odontogenesisの初期に形成されるが，細線維

に関する報告はいずれも歯胚の発生段階におけ

る形態形成の中で断片的に取り扱つかわれてい

るだけで，細線維の形成過程を経時的に観察し

た報告はいまだ見当らない。

　細線維の組織化学的性質については電顕的に
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Ruthenium　red（RR）染色法による若干の

報告があり5”），これらの結果から酸性ムコ多糖

類の存在が示唆されている。またOrams8）は

リンタングステン酸（PTA）染色で，　Slavkin

とBringas2），　Meyerら9）はタンニン酸固定を

施すと陽性反応を示すことから，糖タンパクに

富む性質の線維であることを指摘している。し

かしながら，この細線維の本態と機能について

は未だ統一した見解が得られていない。

　本研究ではマウス臼歯歯胚を用い，細線維形

成の経時的変化を電顕的に観察するとともに，

細線維の性質について電顕的酵素消化法，多糖

類検出法を用いて，基底膜およびコラーゲン線

維との関連性から検討を加えた。

材料および方法

1．光顕および電顕的方法

　胎生10日から生後2日目までのマウス　（BA

LB／c）下顎臼歯歯胚（M　1）を用いた。動物

は断頭後直ちに下顎骨ごと摘出し，4°C，2．5

％グルタールアルデヒド（pH　7．2）に浸漬し

た。その後，実体顕微鏡下で歯胚を摘出し，同

じ固定液で1時間固定，さらに1％オスミウム

酸で1時間後固定を行った。その際，発生段階

の若いマウスでは歯胚の摘出が困難なため，下

顎骨のままその後の操作を行った。また組織化

学的検索には生後1日目の歯胚を用い，一部の

材料は4％パラホルムアルデヒド・2．5％グル

タールアルデヒドで1時間半固定した。その後

通常のごとく上昇アルコール系列で脱水し，Q

Y－1を通してエポン812に包埋した。超薄切片

は酢酸ウラニウムとクエン酸鉛による二重染色

を施し，電顕で観察した。

　一方，光顕用として1．0μmのエポン厚切り切

片を作製し，トルイジンブルー染色を施し，歯

胚のステージ決定と電顕観察のための方向づけ

として用いた。試料の一部は10％中性ホルマリ

ンで5時間固定して水洗，脱水後アクリトロン

Eに包埋し，Bielschowsky－Gomori法セこよる

鍍銀染色を施し細網線維との比較に供した。

2．組織化学的方法
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　酸性ムコ多糖類の検出のためにPeriodic－

acid－methenamin（PAM）染色とRutheni－

um　red（RR）染色法を用いた。　PAM染色は

金メッシュに貼付した電顕用超薄切片を1％過

ヨウ素酸で5分間酸化後，中島ら1°）の方法に従

って60°Cで40分間反応させた。対照標本は過

ヨウ素酸無処理の切片を同様に反応させた。

　RR染色には市販のRuthenium　red（Merk

社）にカコジル酸緩衝液（pH　7．2）を少量加え，

乳鉢で十分に粉砕したものを用いた。さらにこ

のRRを3000回転で10分間遠沈し，その上清R

R液を約1．OmMの割合で2．5％グルタールアル

デヒドと1％オスミウム酸に加えた。

　また，PTA染色は2．5％グルタールアルデ

ヒドと1％オスミウム酸にphosphotungstic

acid（PTA）を0．5－1．0％の濃度で加え，ブ

ロック染色を行った。

　電顕的酵素消化法としてNeuraminidase

（Arthrobacter　ureafaciens由来，0．5mg／

ml　O、1M酢酸緩衝液，　p且5．4）あるいはHya－

luronidase（Clostridium　perfringens由来，

Type　W，5mg／ml生食，　pH　5．6～60ないし

酢酸緩衝液，pH　5．0）で3～5時間前処理を

施し，その後PAM染色を行った。さらに細線

維のcore－proteinの検出のため，　Pepsin，

Trypsinと種々のCollagenase（Collagenase

AMANO．　Collagenase　type　I，H，皿，】V）

を用い，NeuraminidaseとHyaluronidase，

あるいは両老のいずれかと，上記の酵素との組

み合せ消化試験を試みた。

結 果

1．無周期性細線維の形成

　図1a－dは胎生10日から16日までの歯堤お

よび歯胚の形成過程を経時的に示したものであ

る。これらの内エナメル上皮直下にはいずれも

明瞭な基底板が認められるが，細線維の形成は

胎生14日までの歯胚では観察されなかった。

　胎生16日目の歯胚では立方状ないし短円柱状

の上皮細胞と不定形の間葉細胞がみられ，両者

の間には少数の細線維の形成が認められるよう



150

になる。またこの間隙には同定困難な，細かな

線維状物質が散在して認められた（Fig．2）。

　胎生18日目では未だ内エナメル上皮の極性化

は認められないが，大型で明調な核の他にミト

コンドリア，リボゾームなどが細胞遠心端側に

みられる。この時期になると基質形成域に基底

板に付随する細線維とコラーゲン様線維の増加

がみられる。後者の線維の太さは約30nmで，

通常のコラーゲン線維より細いが，1一部の線維

にはパンド模様が認められた（Fig．3）。

　胎生20日目のエナメル器は中央部が陥凹し，

咬頭の形成がみられてくる。　（Fig．4a）。電

顕的に咬頭部の内エナメル上皮は短円柱状を呈

し，核小体を有する明調な核は遠心端ないし中

央部に位置し，細胞の極性化が認められる。こ

の時期には基底板の明帯，あるいは内エナメル

上皮遠心端の細胞膜より派生するかのように見

える多数の針状細線維が基底板を貫ぬいて歯乳

頭側に突出している（Fig．4）。　この線維の長

さは約0．3μmで，時に長いものでは1．0μmに

も達することがあるが，細いコラーゲン線維と

はバンドの有無と走行から明瞭に識別すること

ができる。

　生後1日の基質形成領域を電顕的に観察する

と，内エナメル上皮は背丈を増し，ミトコンド

リアと核が近位端に移動し，細胞の極性がより

明瞭になってくる。同時にGolgi－ER系の発

達に伴い遠心端には膜に包まれた有芯小胞が多

数みられる。基底板に直立する細線維はほぼ

1．0μmまで伸長し，その数も著しく増加する

（Fig．5）。象牙前質は多数の太いコラーゲン

線維によって占められ，細線維とコラーゲン線

維が混在する部位には種々の大きさの基質小胞

が散見される。

　咬頭側に向うに従い，しだいに内エナメル上

皮の極性化が明瞭になり，遠心端には不規則な

細胞質の突起が出現してくる。このような状態

になると基底板に断裂が生じて基底板は不明瞭

になるが，その一部は細線維とともに細胞陥凹

部に凝集する傾向がみられる（Fig．6）。

　象牙質の石灰化が進んだ咬頭部では通常細線
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維は不明瞭であるが，エナメル芽細胞陥凹部分

には未だ細線維が残存し，単独あるいは，stip－

pled　materia1，コラーゲン線維と混在してみ

られる（Fig．7）。その後，エナメル芽細胞の

分泌が進み，基質中に針状結晶が出現するよう

になると，この細線維は一層不明瞭になり確認

できなくなった。

2．組織化学的所見

　生後1日目の歯胚のPAM染色では象牙前質

のコラーゲン線維に最も強い陽性反応がみられ

た。この染色ではコラーゲン線維の太さに比例

して強い銀粒子の沈着が認められ，詳細に観察

するとRR染色と同様にコラーゲン線維の縞模

様，特に暗調バンドに強い反応がみられた。基

底板もPAM染色によって好銀性を示すが，な

かでも暗帯（lamina　densa）に強い染色性がみ

られた。細線維も同様に染色されるが，その染

色性は暗帯にくらべて劣っていた（Fig．8）。

　一方，17日歯胚の一見無構造に見える上皮一

間葉細胞接合部（Fig．2）はRR染色では網状

に反応し，その網目上にRR陽性粒子の分布が

確認された（Fig．9）。象牙前質では，特にコ

ラーゲン線維のバソド上にRR粒子が規則正し

く付着するのがみられた（Fig．10）。その他，

RR染色では細線維と基底板上にも弱い反応が

認められ，コラーゲン線維中に介在する基質小

胞にもRR粒子の付着がみられた。

　Gomori法による鍍銀染色を施した光顕標本

では基底膜付近に暗褐色を呈する強い反応がみ

られた。コラーゲン線維は灰色ないし淡褐色に

染色されるが，基底膜に比べて多少染色性に乏

しかった（Fig．11）。

　PTA染色ではコラーゲン線維が最も高電子

密度に染まり，バンドの周期性がより明瞭に認

められた。基底板と細線維も陽性に染まるが，

コラーゲン線維に比較して，その染色性は弱

く，細線維にはバンド構造は認められなかった

（Fig．2）。

　Hyaluronidase消化後PAM染色を施した
標本では，細線維と基底板には反応が認められ

なかった。これに対し，コラーゲン線維上には，
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銀粒子の反応産物が走行に一致して認められる

が，PAM単染色に比較して，その染色性は減

弱していた（Fig．13）。

　Neuraminidaseで消化後PAM染色を行っ
た標本では，基底板とコーラゲン線維に弱い沈着

反応がみられた。しかしながら細線維はHyalu－

ronidaseと同様に染色されなかった（Fig．
14）。

　一方，細線維のcore－protein検出のため，

Neuraminidase，　Hyaluronidaseあるいはこ

れらの両者で処理後，種々のCollagenaseで

消化処理を施した結果では，コラーゲン線維は

完全に消失したが，細線維と基底板には変化は

認められなかった（Fig．15）。　Pepsinあるいは

Trypsinによる消化実験でも同様の結果が示

された。

考 察

　今回の観察では，胎生10日目の歯胚の上皮一

間葉細胞間にはすでに明瞭な基底板の存在が認

められるが，コラーゲン線維と細線維はみられ

なかった。電顕的には，この時期の基底板は口腔

上皮直下あるいは歯堤部外側部の基底板と同様

の構造を呈し，両者間に何ら構造的に差異は認

められなかった。このような状態が14日目まで

継続するので，この時期の内エナメル上皮と間

葉細胞はいまだ細線維やコラーゲン線維を形成

する能力を備えていないことを示唆している。

　16日歯胚になると基底板に付随する細線維の

他に，細かな線維が上皮一間葉細胞間隙に認め

られる。後者の線維はこの段階では同定困難で

あるが，18日目になるとこれらの中にバンド構

造を有する線維が認められてくることから，こ

の細線維はおそらく形成中のコラーゲン線維で

あり，その後の象牙前質の主体を成す太いコラ

ー ゲン線維に移行するものと思われる。

　胎生20日目になると，あたかも内エナメル上

皮の細胞膜，あるいはその直下の基底板明帯よ

り派生するかのように見える細線維が観察され

た。この細線維の由来に関しては，現在のとこ

ろ統一した見解はないが，今回の所見から判断
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するかぎり，多数の細線維が基底板明帯から派

生してみられることから，無周期性細線維は内

エナメル上皮直下の明帯内で合成され，針状の

線維に成長して，暗帯を貫ぬき徐々に歯乳頭側

に伸び出してくるものと考えられる。この細線

維の形成には，この時期の内エナメル上皮と基

底膜が深く関与している可能性が考えられる。

　生後1日目の歯胚を観察すると象牙前質形成

領域では細線維が著しく増加し，その長さもほ

ぼ一定になる。象牙前質は網状に走行する多量

のコラーゲン線維から成り，その一部は細線維

と混在してみられる。この領域で特に注目され

る所見は，基質小胞が細線維とコラーゲン線維

の混在する部位に多く出現することである。多

くの研究者は象牙質の石灰化開始部位が象牙前

質の先端で，前エナメル芽細胞直下付近である

ことを報告している”12’17）。　この部位はわれわ

れの所見でみられた細線維とコラーゲン線維と

の混在する部分に相当している。このことか

ら，細線維はコラーゲン線維とともに基質小胞

を保持し，そこに最初の石灰化を起こさせるの

に十分な微小環境を提供している可能性が考え

られる。

　Slavkinら18）は細線維は上皮一間葉細胞相互

の情報伝達の担い手として働らくと述べてお

り，またOramsとSnibsonl9）は線維状物質は

外套象牙質の基になると考えている。後藤7）は

基底膜付着微細線維は最初に造られる象牙質の

コラーゲン線維の方向づけと密接な関係をもつ

と述べている。最近，名和ら2°）は培養下での内

エナメル上皮は無周期性細線維の存在下で急速

に分化が促進されることを報告している。この

ように細線維の機能については間接的ではある

が，何れも基質形成と細胞分化に関与している

可能性を示唆している。

　今回の観察で細線維が確認できなくなるの

は，生後2日の歯胚のエナメル質形成領域であ

った。この時期になるとエナメル芽細胞遠心端

のstipPled　material内にエナメル質の針状結

晶が出現し，場所によってはあたかも細線維が

針状結晶に転化するかのように見られる部位が
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ある。細線維の消失について，山2’）は微細線維

がエナメル芽細胞によってcoated　vesicles

として細胞質中に取り込まれ，消化されてしま

うと報告している。本観察では，この細線維が

消失するのか，あるいは基質中に組み込まれる

のか，この点に関しては直接的な確証は得られ

なかった。しかしながら，少なくとも象牙質の

石灰化開始期までは十分に認知できる構造物で

あり，またエナメル質形成期にはエナメル質の

細胞外基質であるstippled　materialと混在し

てみられることもあるので，最終的には何んら

かの形でエナメル質基質中に組み込まれるもの

と推測される。

2．組織化学的所見

　PAM染色は始めGomori22）によって光顕的

に糖の検出法として開発され，後にChurg23），

Marinozzi24），　Movat25）等によって電顕的組織

化学の一方法として用いられるようになった。

本法によってcell　coatの多糖類は勿論のこ

と，腎糸球体基底膜，コラーゲン線維，弾性線

維，赤血球，核クロマチンの他，白血球穎粒，

ミトコンドリア膜，Zymorgen頼粒などの染

色性が知られている22’25）。PAM染色自体は従

来のPAS反応と原理的には類似しており，ム

コ多糖類や糖タンパクの検出が可能であるとい

われている10’26）。今回の我々の結果ではコラー

ゲン線維，基底板，細線維がPAM染色で陽性

反応を示した。この結果，細線維や基底板には

多糖類ないし糖タンパクが存在し，中でも反応

の強いコラーゲン線維には多量に含まれている

ものと考えられる。コラーゲン線維上の銀の付

着を詳細に観察すると，RR染色と同様に暗調

なバンド構造上に強い染色が認められ，そこに

は多量のムコ多糖類が存在することが示唆され

る。一方，基底板では暗帯に沿つて強い銀粒子

の沈着がみられ，ムコ多糖類の存在が示唆され

る。この所見は腎糸球体の基底膜の結果と一致

するものである24’25）。

　RRは希金属性色素で多糖類との選択的親和

性が強く，組織内のglycocalyxと容易に結合

することが知られている。そのためRR染色は
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腎糸球体の基底膜27）やcell　coat　29）など酸性ム

コ多糖類の検出に好んで用いられ，歯胚におい

ても一つの代表的な酸性ムコ多糖類の検出法と

して用いられている。Orams8）とMeyerら9）

はRR陽性頼粒が基質内の無周期性ないし周期

性細線維に付着するのを報告している。Nagai

ら6）はコラーゲン線維の横紋外側部にRR粒子

の付着することを観察している。これらの結果

から，細線維やコラーゲン線維には酸性ムコ多糖

類の存在することが示唆される。また，Orams
8）

はPTA染色で陽性を示す微細線維は糖タン

パクに富むものであると報告している。今回の

観察では，細線維とコラーゲン線維はPTA染

色で上記と同様の結果が得られた。RR染色で

はコラーゲン線維のバンド上に規則正しく分布

するRR粒子が見られ，基底板と細線維にもそ

の存在が確認された。この結果は先人の観察と

一致するもので，細線維にも酸性ムコ多糖類が

存在することを示すものである。以上のような

PTA染色，　RR染色とPAM染色の結果か
ら，コラーゲン線維と基底板，細線維に酸性ム

コ多糖類が存在することはまちがいないようで

ある。

　酸性ムコ多糖類自体は糖とタンパク質の複合

体として存在するため，その複合体成分を特異

的に分解するHyaluronidaseあるいはNeur－

aminidaseなどの酵素で消化試験を試みた。細

菌由来Hyaluronidaseはピアルロン酸を分解

するといわれている29）。Hyaluronidaseで消

化後PAM染色を施した場合，基底板と細線維

は染色されず，またコラーゲン線維にもPAM

染色の減弱がみられた。これは基底板と細線維

にはピアルロン酸が存在し，コラーゲン線維に

も多少なりともピアルロン酸が含まれることを

示すものである。Meyerら9）は歯乳頭細胞と

ともに分離した基底膜を睾丸由来Hyaluroni－

daseで消化するとRR陽性穎粒が陰性化するこ

とから，基底膜はコンドロイチン硫酸とピアル

ロン酸，あるいはその何れか一方を含むprote－

oglycanから成ることを同様の実験方法にょっ

て結論づけている。
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　一方，Neuraminidaseはシアル酸を特異的

に分解することが知られている29）。この酵素と

PAM染色との組み合せ試験では，細線維は陰

性で，基底板とコラーゲン線維が弱陽性に染ま

ることから，細線維にはシアル酸が含まれ，基

底板とコラーゲン線維にも少量ながらシアル酸

の存在することが判明した。

　細線維のcore－proteinを検出するためNeur－

aminidase消化後Collagenase，　PePsin，

Trypsinで処理するとコラーゲン線維はいずれ

の場合にも消化された。しかし基底板と細線維

は不溶性で，これらの酵素に強い抵抗性を示し

た。これらの結果から，細線維は基底板に類似

した構成成分を有し，コラーゲン線維とは異な

る成分要素から成ることが推察される。このよ

うな両者の差異は鍍銀染色を施した場合，細線

維と基底膜は同じ染色性を示すが，コラーゲン

線維とは異なることからも明らかである。しか

しながら鍍銀染色を施した細網線維とを比較し

た場合，確かに好銀性において両者は類似して

いるが，微細構造的にはバンド構造の有無から

細網線維と細線維とは明らかに異なっている。

また，表皮直下で通常みられる固着線維も同様

に好銀性を示すが，この線維には細かなバンド

構造が確認されておりm，その成分はコラーゲ

ン性であろうといわれている33）。したがって細

線維は好銀性を示す点では，これらの線維と類

似するが，無周期性細線維であるという点が微

細構造上，この線維の大きな特徴といえる。

　現在歯胚の基底膜成分としてコラーゲン・タ

イプIV，1aminin，　fibronectin，　proteoglycan

などの存在が知られている3°）。そもそも基底膜

自体は酸や酵素に対して抵抗性が強く，腎糸球

体基底膜は中性pHでは難溶性であり，稀酢酸

やクエン酸緩衝液によっても可溶化できず，尿

素，グァニジン塩酸あるいはSDSのような強

153

力な変性剤を用いることにより，ジスルフィド

架橋を還元アルキル化することにより初めて可

溶化できるといわれている3b32）。また梶川33）に

よると基底膜を構成するコラーゲン・タイプW

はCollagenaseに抵抗性を示すとの報告もあ

り，こうした事実から，もし細線維が同様の構

成成分であれぽ，その可能性も十分に考慮しな

ければならない。この点に関しては今後免疫組

織化学的な方面からの検討が必要であると考え

られる。

結 論

1）無周期性細線維は胎生16日歯胚の内エナメ

ル上皮直下の基底板明帯から出現し，象牙前質

の基質形成部位で最も発達してみられる。

2）無周期性細線維は基底板の断裂後も前エナ

メル芽細胞の陥凹部に集積し，象牙質の石灰化

開始期まで残存してみられる。

3）エナメル質形成期になると無周性細線維は

針状のエナメル質結晶の出現にともなって不明

瞭になり，その結果としてエナメル質形成に組

み込まれるものと推察される。

4）無周期性細線維は好銀性であるとともに，

PAM染色，　RR染色陽性を示し，酸性ムコ多

糖類を含むと考えられる。

5）酸性ムコ多糖類の成分として，Neuramini－

daseあるいはHyaluronidaseとPAM染色の

結果からシアル酸とピアルロン酸の存在が明ら

かとなった。

6）無周期性細線維のcore－proteinは今のと

ころ不明であるが，コラーゲン線維とは異な

り，むしろ基底板に類似した性質を示す。

　本論文の要旨は第88回日本解剖学会総会（昭

和58年4月，大阪）にて発表した。
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　　Ab8tract：The　formation　of　aperiodic　microfibrils　perpendicu】ar　to　the　basal　lamina　of　a　mouse

tooth　germ　and　its　nature　were　observed　by　light　and　electron　microscopy．　In　addition，　some　histo・

chemical　examination　of　mucopolysaccharide　and　enzyme　digestion　were　also　carried　out　using　the

tooth　germ　of　one－day－old　mouse．　In　the　dental　bud　stage　of　a　lO　to　14－day－01d　mouse　embryo，　the

basal　lamina　has　been　clearly　formed，　however　aperiodic　microfibrils　and　collagen　fil〕ers　can　not　be

ol〕served．　In　the　16－dayっld　mouse　embryo，　a　few　formative　aperiodic　microfibrils　were　first

observed　in　association　with　the　basal　lamina．　In　the　epithelial－mesenchymal　junction　of　the　18－day

－old　mouse　embryo，　fine　collagenous　fibrils　appeared　in　addition　to　aperiodic　microfibrils．　A　large

number　of　aperiodic　microfibrils　which　seemed　to　derive　from　the　lamina　rara　interna　were　observed

in　the　tooth　germ　of　20－day－old　mouse　embryo．　Furthermore，　in　the　predentine　formative　zone

of　the　tooth　germ　of　the　one－day－01d　mouse，　aperiodic　microfibrils　were　well－developed，　and

distributed　among　the　processes　of　the　preameloblast．　In　the　mineralization　zone　of　the　dentine

matrix　the　aperiodic　microfibrils　were　still　present　at　the　invaginated　portion　of　the　preameloblasts，

but　they　had　disappeared　as　a　secretion　of　enamel　matrix　in　the　tooth　germ　of　2－dayっ1d　mouse．

　　The　histochemical　examination　indicated　that　the　aperiodic　microfibrils　were　positive　for　RR　and

PAM　staining，　but　they　were　negative　for　PAM　staining　after　treatment　by　hyaluronidase　or　neu－

r㎜inidase．　Also，　aperiodic　microfibrils　were　resistant　to　collagenase，　pepsin　and　trypsin　after

hyaluronidase　and／or　neuraminidase　treatment．　These　results　indicate　that　the　aperiodic　microfibrils

include　hyaluronic　acid　and　sialic　acid．　From　these　results，　it　was　indicated　that　the　aperiodic

microfibrils　were　more　similar　to　basal　lamina　than　to　collagen　fibers．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explanation　of　Figures

Fig．1a－b．　Light　micrographs　showing　the　dental　lami頒and　dental　bud　from　10（1a），12（1b），

　　　　　　　　14（1c）and　16－day（1d）t∞th　germ　in　the　mouse　mebryo．　1a，×210　1　b，×170　1　c，

　　　　　　　　×150　　1d，　x170

Fig．2．Electron　micrograph　demonstrating　epithelia1－mesenchymal　junction　of　the　16－day　t∞th

　　　　　　　　germ：afew　of　aperiodic　microfibrils（MF）are　observed　firstly　in　associated　with　basal

　　　　　　　　lamina（BL）．　PP：preodontoblast　processes，　IE：inner　enamel　epithelium，　FF：fine

　　　　　　　　fibrils　×11，600

Fig．3．The　tooth　germ　of　18－day－old　mouse　embryo．　Electron　micrograph　showing　basal　lamina

　　　　　　　　（BL）and　fine　co】lagenous　fibrils（CN）appeared　among　the　fine　fibrils，　but　the　definite

　　　　　　　　collagen　fibers　did　not　seen　in　this　stage．　IE；illner　enamle　epithelium　×24，300　1nset；

　　　　　　　　light　micrograph．　×170

Fig．4．The　tooth　germ　of　20rday－old　mouse　embryo．　Electron　micrograph　demonstrating　many

　　　　　　　　developing　aperiodic　microfibrils（MF）derive　from　lamina　rara　interna．　IE：inner　enamel

　　　　　　　　epithelium，　BL：basal　lamina　x14，100　1nset：light．micrograph．　×210　　　　　，

Fig．5．The　tooth　germ　of　the　one－day－old　mouse．　Aperiodic　microfibrils（MF）are　most　develgp’

　　　　　　　　ing　in　predentine　area　of　this　stage．　Also，　note　the　numerous　collagen　fibers（CF）and

　　　　　　　　the　matrix　vesicles（Mv）．　BL：basal　lamina，　PA：preameloblast　×22，8001nset：1ight

　　　　　　　　micrograph．　×210　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．1’

Fig．6．Electron　micrograph　showing　Ilearer　the　cuspal　side　than　in　Fig．5．In　these　area　basal

　　　　　　　　lamina　disappears，　and　the　aperiodic　microfibrils（MF）condense　into　invaginal　portion．of

　　　　　　　　the　preameloblasts（PA）．　MV：matrix　vesicles，　CF：collagen　fibers　×14，600

Fig．7．Electron　micrograph　showing　a　portion　of　initiating　minera］ization　of　the　dentine（D）．

　　　　　　　　In　this　area　the　aperiodic　microfibrils（MF）are　stll　in　existance　among　the．proCesses　of

　　　　　　　　ameloblasts（AB）．　SM：stippled　material×22，100

Fig．8．　Electron　micrograph　of　predentine　area（PD）stained　with　PAM　for　40　min　at　60°C．

　　　　　　　　Silver　deopsition　is　intensive　on　the　collagen　fibers，1）asal　lamina（BL）and　aperiodic　mi・

　　　　　　　　crofibrils．　PA：preameloblast，　OB：odontob】ast　×5，600

Fig．9．Electron　micrograph　of　RR　stain　in　a　portion　of　epitheliaLmesenchymal　junction　of．the

　　　　　　　　16－day　tooth　germ．　Note　the　distribution　of　PR　positive　granules，　giving　the　stellate

　　　　　　　　appearance．　PA：preameloblast，　PP：preodontoblast　processes，　BL：basal　lamina　×22，300

日g．10．Electron　micrograph　of　RR　stain　in　formative　area　of　predentine　of　the　one－day－01d　mouse．

　　　　　　　　Counter　staining　is　not　performed．　Many　RR　positive　granules　deposit　upon　the　band　of

　　　　　　　　collagen　fibers（CF），　and　a　few　granules　disparse　on　aperiodic　microfibrils（MF）．　PA：

　　　　　　　　preameloblast　　×17，600

Fig．11．　Light　micrograph　showing　silver　impregnation　with　Bielschowsky－Gomori　method．　Counter

　　　　　　　　staining　was　used　to　hematoxy】in．　Note　that　the　more　stained　basement　membrane　and

　　　　　　　　aperiodic　microfibrils．　PD：predentine，　PA：preameloblast，　OB：odontoblast　x750　　．

Fig．12．　Electron　micrograph　demonstrating　collagen　fibers（CF）stained　with　phosphotungstic

　　　　　　　　acid．　Clearly　lattice－like　Patterns　are　seen　at　collagen　fibers，　however　aperiodic　micro－

　　　　　　　　fibrils（MF）are　not．　PA：preameloblast，　BL：basal　lamina　×14，200

Fig．13．　PAM　staining　after　hyaluronidase　treatment　for　4　hrs　at　37°C．．The　basal　lamina（BL）

　　　　　　　　and　aperiodic　microfibrils（MF）are　unstained　and　also　silver　deposition　of　coUagen　fibers

　　　　　　　　（CF）decrease　compared　with　Fig．8．　PA：preameloblast　×12，700

Fig．14．　PAM　staining　after　neuraminidase　treatment　for　5　hrs　at　37°C．　Although　silver　particles

　　　　　　　　can　be　seen　upon　the　basal　lamina（BL）and　collagen　fibers（CF），　its　number　are　less　than

　　　　　　　　PAM　staining　only．　Aperiodic　microfibrils（MF）are　unStained　with　PAM．　OB：odonto－∵．

　　　　　　　　blast，　PA：preameloblast　×8，700

Fig．15．　Electron　micrograph　indicating　predentine　formative　area　digested　by　collagenase　after

　　　　　　　　hyaluronidase　and　neuraminidase　treatment　for　5　hrs　at　37°C．　Collagen　fibers　are　com・

　　　　　　　　pletely　digested，　but　basa目amina（BL）and　aperiodic　microfibrils（MF）remain．intactly．

　　　　　　　　PA：preameloblast，　OB：odontoblast　x15，400


