
骨･歯の組織標本作製法(光顕)　
歯学部口腔解剖学第1講座　坂井　日出男　

歯学部口腔解剖学第1胡座では、骨筋学、内蔵脈管学、神経感覚器学、口腔解剖学、組結

学総論、組織学各約、口腔組織発生学、一般発生学及び各実習(光学顕微鏡で組抱標本を作

成し、学生が観察する)など色々な鯛丑、実習を担当しております。特に、組総実習標本に

は、人間、さる、ラット、ウサギ各概の内臓、皮、脳、骨、歯など色々な材料があり、 100

種類以上の実習標本がありますo学生1人に1枚ずつ観察するので各組100枚作り、へマト

キシリン、エオジン(H.E) (一般にH.Eが多い。 )の他、観察する場所により色々な典色方法

を用います。 (アザン、マッソンゴールド、 PAS、フクシン、ゴルジ、鍍銀など)

硬組織の標本には脱灰、非脱灰、樹脂包也、研磨標本などがあり、今回は、脱灰標本によ

る骨細胞とその突起の染色(鮫銀染色)を例として示します.手順としては、以下の通りo

-染色⊥封入一光顕観察

10%ホルマリン(3-7日)

プランクリクロー液の作り方

塩化アルミニウム　7.(

塩酸　8.5mi

ギ酸　5.Oml

茶留水を加えて100mlとする

脱灰液を換える。

材料をメスで少し切ってみてよく切れなかったら、まだ多くの脂肪を含んでいるので、骨組

鰍ま脱灰液の浸透をよくするために、アルコール系列による脱脂が必要である。

(70%-100%ユタノ―ル( 1 -2日) -100%-70%エタノール-水洗-脱灰すると良い.)

【中和】

0.5%-25%硫酸ナトリ・ウム液で一晩スターラ―回しながら、水道水で1 -3時間位水洗い

をしてから脱水する。

*中和しないとへマトキシリンが染まりにくい。
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【脱水】 【包埋】

エ チルアル コ
ー ル50 % 7 0 % 80 % 9 0 % 9 5 % ( 1 0 0 % 各3 回)

無水アル コ
ー ル 1 回 各半日 - 2 日 ( 完全に水分をなくすこ と)

* 1 0 0 % にすぐ入ると組織が収縮するの で5 0 % か ら始める ｡

クロ ロ ホル ム3 回 各1 時間

* ス タ ー ラ ー で撹拝しながら室温で

ク ロ ロ ホル ム パ ラ フィ ン3 7 ℃恒温器 2 時間
- 一 晩

パ ラ フ ィ ンⅠⅠⅠⅠⅠⅠⅣ 各6 0 ℃恒温器 3 0 分
- 1 時間

* 十数年前までキ シロ
ー ルを使用して い たが長く入ると組織が硬く切るとバ ラ バ ラ になり苦

労したが､ クロ ロ ホル ム は長く入れても標本がよく切れるの で硬組織標本 に適 して い る｡

【パラ フィ ン】
パ ラブラス ト. ヒス トプレ ッ プ 1 : 1 ( 混合) で使用する ｡

* 液の 浸透時間は試料の大きさに よ っ て変える ｡

【シラ ン コ
ー ティ ング法】

標本ガラス に張り付けるとき軟組織は卵白グリセ リ ンを使用し硬組織を染色して いるうちに

組織がはがれるので シラ ン コ
ー

ティ ングガラス を使 い ､ シラ ン コ ー テ ィ ン グは簡単に作れま

す｡ ( 市販されて いる コ
ー

ティ ングガラ ス は1 枚の単価が高い)

試薬 : 3 -

アミノプロ ビルトリ エ トキ シシラ ン

○コ
ー

ティ ング法 (卵白グリセ リ ン の代用)
ス ライ ドガラス2 0牧人りバ ス ケ ッ トを
a) 2 % シラ ン溶液に5 秒間漫潰
b) アセ トン 〝 〝

¢ アセ トン 〝 〝

d) 蒸留水 〝 〝

e) 蒸留水 ( 水を切る) 〟

り 乾燥 (3 7 ℃､ 一 晩)
* b - e は3 バ ス ケ ッ ト毎に新しくする
* 2 % シラ ン溶液1 00 血 で12 バ スケ ッ ト処理可

* ス ライ ドガラス は数日間､ 1 0 0 % エ チルアル コ ー ル入れた物を使用し､ アセ トン で超音波

をかけてか らコ ー

ティ ン グする ｡ 新しいスライドガラス だと染色して い るうちに組織がはげ

る こ とがある ｡

* ミク ロ ト ー ムで骨､ 歯を切るときに標本の中まで刃が入るこ とがありますが ､ その ときは

標本と台木の接着および､ ミク ロ ト ー ム に ブロ ックの止めをし っ かりと確認するこ と｡ 脱灰

した骨､ 歯､ 切りにくい ので氷で冷やしながら1 枚1 枚切りだし､ 必要な ところまで切るの

で大変苦労した｡
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こ脱パラ】

レモ ゾ
- ルⅠ 5 分

. 1

レモ ゾ - ルⅠⅠ 5 分

1
10 0 % ア ル コ

ー ル ( 2 回) 各 2 分

J
95 % アル コ

ー ル 2 分

J
90 % アル コ

ー ル 2 分

1
80 % アル コ

ー ル 2 分

1
7 0 % ア ル コ

ー ル 2 分

J
水洗 2 分
1

染色 に入 る

* 数年前までキシ ロ
ー ルを使用していたが

有事であり室中息背しい においで体に良く

なか っ た｡ しか し､ レモ ゾ - ル (食品添加

初) に代え たの で最近 は室中 レモ ン の に お

い で い っ ぱ い で ､ さわやか な気分で標本作

製を行 っ ております ｡

【封入】
嬢 轟

【脱水】

染色の終わ っ たものを

7 0 % ア ル コ ー ル
■
J

8 0 % ア ル コ ー

ル
J

9 0 % アル コ
ー ル

1
95 % アル コ ー ル

1
10 0 % アル コ ー ル

1

3
･

0 秒 - 1 分 ( エ オ ジ ン分別)

1 - 2 分

1 - 2 分

1 - 2 分

各3 回 2 分

レモ ゾ - ル 各2 回 5 分
1

キ シ ロ ー ル 各2 回 5 分
1
封入

* レモ ゾ - ルの成分リモネ ンは､ オ レ ンジ

油特有の ペ とつ きをス ライ ドグラ ス 上 に生

じるの で ､ ペ とつ 尊をなくすため に キ シ ロ

ー ルを使用すると良い ｡

/
エ

.

ン 門 ン

ス ライドガラス
/

カバ ー ガラス

㌔ ＼
帥

スライ ドガラス

上の図のように ､ 標本の上に エ ンテラ ン ･ ニ ュ
ー ( メ ルク) 1 - 2 滴､ 片側上げ､ 静か に気

泡が入らない よう注意 しながらゆ っ くりと封入する ｡ 1
- 2 時間した ら封入用重石をして ､

■
1 日後光顕観察する ｡ 数年前まで は､ カナダバ ルサ ムを使用しており･､ 封入 しキ シ ロ

ー ルが

蒸発す るに は2
- 3 月かか っ たが ､ エ シテ ラ ンは 1 日で 良い ｡

封入用重石は ､ 材料は古い鉛水道管を溶かし､ 歯用石膏で1 5 ･
Q n 長方形の形を5 佃作り､

ドラ フトの中で鉛を流し入れ作りました｡
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【鍍銀】 ( ボデア ン染色)

1 ) 1 % プロ タ ゴ
ー ル 3 7 ℃ ( 1 2 - 4 8 時)

( 鋼板､ 液の作り方 右①)

2 ) 蒸留水 ( D . W .) で洗う 3
- 4 回

3 ) ア ダフ ァ
ー

- ( 増感液) 且丑

(液の作り方 ③) 標本

4 ) D . W . で洗う 3 - 4 回

5 ) アミ ド ー ル ( 現像液) 且丑

( 液の作り方 ⑤)

6 ) D .
W

. で洗う

7 ) 1 % 塩化金 旦丑

8 ) D . W . で洗う 3 - 4 回

9 ) 2 % 篠酸

1 0) D . W . で洗う 3 - 4 回

l l) 5 % ハ イポ
- ( チオ硫酸ナトリウム) 且丑

1 2) 流水で 且丑

1 3) へ マ トキシリン ･ エ オジ ン染色

へ マ トキシリ ンはカラチ液を使用

【エ オ ジンY】 ( メイク)

0 . 3 % エ オ ジ ンは赤色であるが ､ 氷酢

酸をピペ ッ トで 2 - 3 滴入れると

オレ ンジ色になる｡ 5 - 1 0 分染色

【カラチ】

へ マ トキ シリ ン 1 .O g

カリウ ム ミ ョ ウバ ン 5 0g

ヨ ウ素酸ナトリウム 0 .2 g

グリセリ ン 20 0 c c

D . W . 8 0 0 c c

5 - 1 0 分染色 一 流水

①プロ タゴ
ー ル 液1 0 0 c c ､ 銅板6 - 7g ､ 図の

ように下に敷き ､ 紙ヤ ス リで垂れ い に し

た銅板を使用する ｡

プロ タ コ - ル

1 ∞ C C

①D . W .1 0 0 c c に プ ロ タ ゴ
ー ル1 g を前日冷蔵

庫で溶かす｡

それを黒 い袋に入 れ ､ 3 7 ℃ の恒温器 に

入れる ｡

③アダフ ァ - 液

( A)

D . W . 5 0 0 c c

ハ イ ドロ キノ ン1 .5 g

クイ ン酸1 .5 g

( B)

D . W .2 0 0 c c

硝酸銀5 g A : B 使用直前に混ぜる｡

⑤アミド - ル

( A)

D . W .2 0 0 c c

紐水亜硫酸ナトリ ウ ム 5 g

臭化カリ ( プロ ム カリ) 1 g

A 液2 0 0 c c に アミ ド ー ル1 g ､ 使用直前に｡

* ス テ ン染色かごを使用すると反応が出るの で ､ 1 枚ずつ染色バ ッ トに入れるこ と｡ また､

染色 バ ッ トは垂れいな物 ､ できればク ロ ム硫酸で処理 した物を使用すると良い ｡
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組織標本を件 っ て かれ これ 3 0 数年に なりますが ､ 様々 な苦労 ､ 工 夫をした こ と% ,思し､ 出

しますo 小 生は ､ 医学部第3 解剖で約3 年間学生実習標本を作製し､ 当時､ ミク ロ ト ー ム の

刃に は1 本 ､ 1 本角度があり､ 砥石研磨をしま した｡ 中砥 ､ 仕上げ砥と段階を踏みますが ､

水道水を流しながらの作業の ため+ 真冬は辛が冷たくなり苦労しました｡ 仕上げ砥の後は木

製の台の 1 面に直接皮を張 っ た形に研磨バ スタ ー を使用して仕上げ､ 良い切片ができるかど

うかは刃の切れ味の良否に かか っ て いる の で大変苦労しま した｡ その 後､ 自動研磨機が出て

か らは楽になり､ 最近 はフ ェ ザ ー ミク ロ ト ー ム替え刃を使用して い る の で ､ 誰で も簡単に組

織標本が作れます｡

小生は､ 解剖実習 の仕事柄か焼酎が大好きで 2 回手術をし､ 肺 ､ 過重を取り､ 自分で標本

を作製しました ｡ 肺 の 標本は ､ 医 ｡ 歯学部学生実習に使用して い ます｡ 胆嚢は組織が正常で

ない ので使用できませんで した ｡

終わりに ､ 技術発表で ス ライ ド作成時には小林技官の ご協力を､ ま た鍍銀染色 で は医学部

第二解剖高橋技官からア ドバイ ス をい た だ卓ました ｡ お二 人に心か ら感謝い たします｡
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