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硬組織成長線鉛描記法と類骨組織染色法の

　　　　　　　同時応用に関する検討
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　抄録：EDTA鉛による硬組織成長線鉛描記法に若干の改良を試みるとともに，硬組織成長線鉛描記法と

類骨組織染色法の同時応用に関して検討を行った。

　体重200ダ前後のウィスター系雄ラットに1％EDTA鉛水溶液（EDTA鉛30mg／kg）を5日間ごとに

2回背部皮下に注射した。2回目の皮下注射より5日後にエーテル麻酔下にて屠殺，上下顎骨および大腿骨

を摘出した。固定完了後，3～5mmの厚さに切り出し，実験系を2群に分けその染色性を検討した。第1

群は硫化ナトリウム加10％EDTA脱灰液にて脱灰後約1mmの厚さに細切し，α1％塩化金によるブロッ

ク染色を行った。その後5％チオ硫酸ナトリウムで洗糠し，通法に従がいパラフィン包埋した。7μmのパ

ラフィン切片を作製し，脱パラフィン後に0．1％塩化金溶液による鍍金染色を施した。第皿群は固定完了

後，塩化シアヌル溶液による後固定を行った後に，第1群と同様の操作を行った。

　その結果，第1群は切歯象牙質ならびに骨組織において，アルコール脱水列の影響を受けずに明瞭な成長

線を認めることができた。また，第皿群においては，類骨組織と同時に硬組織成長線を観察することができ

た。

Key　words：lead－disodium－EDTA，　osteoid　matrix，　label桓g

1　緒 言

　硬組織の発育度計測のために用いられる生体

染色法の一法として，岡田・三村ら1）によって

開発された酢酸鉛描記法がある。この方法は脱

灰薄切切片において石灰化が進行しつつある硬

組織の鉛による時刻描記線をきわめて細い明確

な線として見ることを可能とした。しかし，こ

の方法は切片作製操作が煩雑で，かつ熟練を要

し，脱水系列などのアルコールによって硬組織

内の硫化鉛の成長線が消失してしまうため，ア

ルコール脱水が行えないことなどの問題点があ

る2’4）。見明ら5）はこの岡田・三村の原法1）に改

良を加え，原法より簡便で，しかもパラフィン

をはじめ種々の包埋剤を用いた成長線の観察法

を考案した。しかし，彼らの改良法では必ずし

も一定の良好な結果が得られるとは限らない。

　一方，脱灰切片において類骨組織を明確に成
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熟硬組織と識別できる方法は吉木ら‘’1°）によっ

て考案された。本法は形成期の骨組織を定量的

に観察しようとする場合に有用な方法として用

いられているが，脱灰操作を行うために，硬組

織の成長線は消失し認め難い。そこで，われわ

れは硬組織成長線鉛描記法のパラフィン包埋標

本の染色性を，より安定させるため，ブロック

染色法を用いて若干の改良を試みた。さらに，

同一切片を用いて，これと吉木らにより考案さ

れた類骨組織染色法を併用し，類骨組織の染色

と同時に硬組織成長線を観察する方法の有用性

を検討した。本法により安定した結果が得られ

れば，硬組織成長線鉛描記法と類骨組織染色法

の同時応用を可能とすることになり，硬組織の

形態学的研究にとって大きな意義があると考え

られる。今回その概要を報告する。

皿　実験材料と方法

　ラットの硬組織成長線と類骨組織を観察する

ため，体重2009前後のウイスター系雄ラット

に，1％EDTA鉛水溶液（EDTA鉛30mg／
kg）を5日間隔で2回背部に皮下注射を行っ

た。2回目の皮下注射より5日後にエーテル麻

酔下にて屠殺し，上下顎骨および大腿骨を摘出

した。軟組織は可及的に取り除き10％中性緩衝

ホルマリンにて固定した。固定完了後，上下顎

骨は切歯部と臼歯部に2分割した。また，大腿
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骨は3～5mmの厚さで切り出し，実験系を2

群に分けてその染色性を検討した。

　第1群は図1に示す通り，見明らの方法に改

良を加えた我々の硬組織成長線鉛描記法であ

る。硫化ナトリウムを加えた10％EDTA脱灰

液で脱灰完了後，切歯部および大腿骨は約1

mmの厚さに細切し，図1の手順にしたがって

操作を行った。まず，蒸留水による水洗後，進

藤らの方法1りを参考にして0．1％塩化金溶液に

よるブロック染色を実体顕微鏡下で過染色に注

意しながら約1時間行った。次いで，5％チオ

硫酸ナトリウムで20分間充分洗湛した。パラフ

ィン包埋後，7μmのパラブィン切片を作製し

た。次いで，見明らの方法5）とは逆に，脱パラ

フィンをまず行った後に0．1％塩化金溶液によ

る鍍金染色を1～2時間施した。

　第且群は図2に示した方法で検討を行った。

すなわち，吉木により考案された類骨組織染色

法と我々の硬組織成長線鉛描記法の改良法との

同時応用の可否を検討することにした。標本を

水洗後，上昇エタノールにて脱水し，塩化シア

ヌル溶液に2日間固定することにより，吉木の

類骨組織染色法を行った。次いで，下降エタノ

ールで加水し，蒸留水で水洗した後に，硫化ナ

トリウムを加えた10％EDTA脱灰液で2～3

週間脱灰を行った。以下，図1の方法にしたが

って硬組織成長線鉛描記法の改良法を行った。
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図1　硬組織成長線鉛描記法の改良法における操作過程
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図2　硬組織成長線鉛描記法と類骨組織染

　　色法の同時応用における操作過程

皿　結 果

1．改良法による硬組織成長線鉛描記法の所見

　硬組織成長線は，アルコール脱水を行いパラ

フィン包埋したにもかかわらず明瞭に認めるこ

とができ，しかもヘマトキシリン・エオジン染

色を施した場合でも，一定の染色性が得られ

た。すなわち，図3に示すように，切歯象牙質

において同心円状に，岡田・三村らの原法にほ

ぼ近い明瞭な成長線を認めることができた。外

側の成長線は，1回目のEDTA鉛注射により

得られたもので，内側の成長線は2回目のED

TA鉛注射により得られたものである。また図
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4に示すごとく，骨組織においても骨辺縁部に

注射回数に一致した2本の明瞭な成長線を認め

ることができた。上方の成長線は，1回目のE

DTA鉛注射により得られたものであり，下方

の成長線は2回目のEDTA鉛注射により得ら

れたものである。

2．硬組織成長線鉛描記法と類骨組織染色法の

　同時応用の所見（図5）

　骨辺縁部に好酸性の類骨組織が帯状に認めら

れ，その下方に注射回数に一致した2本の成長

線が観察された。しかし，1回目のEDTA鉛

注射による成長線は，やや不明瞭となってい

た。

　成長線のみの観察であれぽ，脱パラフィン後

の鍍金染色だけでも充分であったが，ヘマトキ

シリン・エオジン染色，ケルンエヒトロート染

色を施すことにより，成長線はより明瞭となっ

た。しかし，骨の成長線のみを観察することを

目的とし，類骨組織の観察が不必要な場合には

ケルンエヒトロート染色のほうが，ヘマトキシ

リン・エオジン染色より成長線を明瞭に認める

ことができた。

図3　切歯横断面における硬組織成長線　切歯象牙質において，同心円状に2本の明

　　瞭な成長線が認められる（會）。　ヘマトキシリン・エオジン染色，x25
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lV　考 察

硬組織の生体染色法におけるtime－marker

としては，鉛やテトラサイクリングなど12’1のが

用いられている。テトラサイクリンは硬組織の

石灰化が進行しつつある部位のアパタイト結晶
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の表面でカルシウムと結合し，鉛は結晶のカル

シウムと置換すると考えられている15）。そのた

め，テトラサイクリンは非脱灰標本のみに応用

され，しかも十分に薄い標本にしなければ，明

瞭な細い線としては観察されないり。

　岡田・三村ら1）により考案された酢酸鉛注射

による硬組織の発育度計測のための生体染色法

は，脱灰標本により石灰化が進行しつつある硬

組織において，鉛による成長線をきわめて細

い明確な線としてみることが可能である。しか

も，脱灰薄切切片においてこれを観察しうるの

で，凍結切片という制限はあるが，その範囲内

で組織の微細な構造を同時に観察することがで

きる。しかしながら，切片作成操作が煩雑で，

かつ熟練を要し，脱水系列などのアルコールに

より硬組織内の硫化鉛の成長線が消失してしま

うため，アルコール脱水が行えないなどの問題

点がある。見明ら5）はこの点に検討を加え，岡

田・三村らの原法より簡便で，しかもアルコー

ル脱水や種々の包埋剤を用いて鉛の沈着線を観

察する方法を考案した。しかし，この方法では

脱パラフィンせずに鍍金染色するため，鉛の沈

着線以外に塩化金が沈着し易く，鍍金染色後に

ヘマトキシリン・エオジン染色を施した場合に

は，必ずしも良好な染色結果が得られないよう

である。

　進藤15）は酢酸鉛による硬組織内時刻描記法を

電子顕微鏡的に応用しようと試みた。すなわ

ち，脱灰後に組織片を0．1％塩化金溶液でブロ

ック染色を行った後，アルコール脱水系列によ

りエポン包埋した。その結果，ブロック染色を

施すことにより，酢酸鉛沈着線がより明瞭に描

記できたことを報告している。このブロック染

色による方法は切片染色にくらべ，硫化鉛とな

って硬組織内に沈着している化合物の硫黄が遊

離しないと推測されている11）。

　我々はこれらの点に着目し，見明らの方法に

改良を加え，より安定した硬組織成長線鉛描記

法を考案した。すなわち，硫化ナトリウムを加

えた10％EDTAにより脱灰後に0．1％塩化金

溶液によるブロック染色を行い，5％チオ硫酸
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ナトリウム溶液にて洗潅後，アルコール脱水，

パラフィン包埋した。さらに，薄切切片の鍍金

染色を脱パラフィン後に施した結果，脱パラフ

ィン前に鍍金染色したものと比較して，ヘマト

キシン・エオジン染色で良好な染色性が得られ

た（図3）。これは，脱パラフィン前に鍍金染

色した場合には，脱パラフィン後に鍍金染色し

たものと比較して，鉛沈着線以外に沈着した塩

化金を取り除くことが困難であるためと考えら

れる。

　また吉木により考案された類骨組織染色法

は，脱灰切片において類骨組織を明確に識別で

きる方法であり，形成期の骨組織を定量的に観

察しようとする場合には有用な方法であるが，

脱灰切片を用いるために，従来の方法では硬組

織の成長線は認め難い。

　吉木による類骨組織染色法と硬組織成長線鉛

描記法の改良法を同時応用した結果，塩化シア

ヌル溶液の固定によっても，鉛沈着線はなんら

影響をうけなかった。すなわち，塩化シアヌル

溶液への浸漬によって，類骨組織の酸好性は増

加するが，成熟硬組織においては石灰塩の存在

により，塩化シアヌルとの反応が妨げられるた

め‘’1°），鉛沈着線に対して何らの影響も与えな

かったものと思われる。また，吉木らによる類

骨組織染色法は，固定，脱灰，染色の全過程を

通じ，可能な限り中性域の薬液で処理するのが

原則である6’1°〉。そこで，今回の改良法におい

ては，見明らの方法の脱灰液をpH　7．0に調整

し，脱灰液を毎日交換するとともに，各操作で

の蒸留水による洗瀞は充分に行った。このこと

により，我々は類骨組織と同時に骨組織の成長

線を観察することを可能にした。したがって，

硬組織成長線鉛描記法と類骨組織染色法の同時

応用は，硬組織の形態学的研究にとって大きな

意義を有すると考えられる。しかしながら，今

回の硬組織成長線鉛描記法の改良法において，

2～3mmの厚さの標本をブロック染色した場

合その後の5％チオ硫酸ナトリウムによる洗1條

が不充分であると，染色封入した切片に点状の

小さな塩化金の沈着が認められることもあっ
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た。また，時には類骨組織の染色性が低下した

こともあったので，常に良好な染色性を得るた

めには，5％チオ硫酸ナトリウム溶液によるブ

ロック染色後の充分な洗潅ならびに全過程を通

じての慎重な操作を行うことが必要であると考

えられる。

V　結 論
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若干の改良を加え，パラフィン切片において

　良好な結果を得た。

2）EDTA鉛による硬組織成長線鉛描記法と

吉木らによる類骨組織染色法を同時応用する

　　ことにより，同一切辺上に類骨組織と硬組織

　の成長線を同時に観察することができた。

1）EDTA鉛による硬組織成長線鉛描記法に

　Abstract：An　improved　double　staining　method　was　discussed　for　labeling　of　growth　lines　in

hard　tissues　as　well　as　identification　of　osteoid　matrix　simultaneously．　For　the　experimental　study，

following　procedures　were　made．

　Male　Wistar　rats　were　inlected　subcutaneously　with　1．0％lead－disod三um－EDTA（30mg／kg），　fo1・

10wed　by　a　second　injection　five　days　later．　Five　days　after　the　second　injection，　the　animals　were

sacrificed　by　ether　anesthesia．　Their　upper　and　lower　jaws　and　femur　were　dissected　and　fixed　in

10％neutral　buffered　formalin　immediately．　The　specimens　were　cut　in　3－5mm　thickness　to　ob・

serve　the　staining　quality　of　growth　lines　and　osteoid　mat正ix　as　welL　Afteエthese　procedures，　two

experimental　studies　were　made．

　The　first　study　was　made　for　labeling　of　growth　lines　in　hard　tissues．　Specimens　were　deminera・

lized　in　a　10％EDTA　solution　containing　5％sodium　sulfide　at　4°C　for　2－3　weeks，　After　de・

mineralization，　they　were　submitted　into　block　staining　in　O．1％gold　chloride　solution　for　60　mi・

nutes，　and　rinsed　in　5％sodium　thiosulfate　solution　for　20　minutes．　After　that，　they　were　dehyd’

rated　in　ascending　ethanol，　and　enbedded　in　paraffin．　Then，7μm　thin　sections　were　made．

After　deparaffinization，　sections　were　stained　with　O．1％gold　chloride　solution　for　1－2　hours，　and

rinsed　in　5％sodium　thiosulfate　solution　fOr　20　minutes．

　　The　second　study　was　made　for　labeling　of　growth　lines　in　hard　tissues　and　osteoid　matrix．

Specimens　were　dehydrated　in　ascending　eth㎜01．　And　then，　they　were　i㎜ersed　in　freshly　prepa－

red　O．5％cyanuric　chloride　m　anhydrous　methanol　containing　1．0％N－methyl　morpholine　for　ap・

proximately　two　days　at　room　temparature．　Remaining　procedures　for　the　staining　were　the　same

of　that　first　study．

　　Growth　lines　in　hard　tissues　were　clearly　observed　with　no　disadvantageous　effects　caused　by　the

dehydrating　in　the　first　study．　In　the　second　study，　labeling　lines　in　hard　tissues　and　osteoid　ma・

trix　were　observed　in　the　paraffin－embedded　specimens　simultaneously．
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