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発育中の硬組織 (歯牙 ･骨)の生長速度を調べ

るためには,硬組織中に沈着してそのまま消えず

に残り,あとで切片上で観察できるような薬物,

例えば酢酸鉛1), テ トラサイクリン2)或いは カル

セイン3)等を生体に授与して,その硬組織内沈着

部分が時間の経過とともに石灰化現行面 (通常切

片上では線をなしている)からどれだけ離れて行

くかを観察する方法がよく用いられる｡ この種の

方法の中では酢酸鉛注射による硬組織内注射時刻

描記法 (以下酢酸鉛法と略す)1)は鉛の沈着部分が

硬組織中で極めて薄い層をなし,それが脱灰薄切

した組織片中に細く均一で明瞭な繰 (鉛線)とし

て顕微鏡下で観察でき,注射した時刻にどの部分

が形成されつつあったかを正確に読みとることが

出来るので,硬組織の発育速度や薬物の硬組織形

成に及ぼす影響等を研究するための手段としてし

ばしば用いられてきた｡ しかしその方法では,長

時間にわたるかなり複雑な操作が必要であるし,

そのままでは脱灰組織片についてのみ観察が行な

われるような方法なので硬組織中の無機成分の観

察には適しないところがあった｡

このたび,その酢酸鉛法を一部改変して,不脱

灰標本についても短時間のうちに鉛線を観察でき

るように応用法を考案したので報告する｡ この方

法によれば標本上に石灰化の状態がそのまま残さ

れるので, これ迄の方法と違って無機成分の経時

変動をも観察できるし,組織片の脱灰 ･薄切が不

要のため観察する迄に要する時間が大幅に短縮さ

れ,成長度測定に関しては正確さも従来の酢酸鉛

法と変わらない｡

実験材料及び方法

〔Ⅰ〕 観察に用いた硬組織

1) 家兎,下顎切歯の象牙質とェナメル質

2) ラット,下顎骨と腰骨

この実験では,上記の組織について観察を試み

たが,発育中の動物の硬組織であれば何でも研究

対象になり得るし,逆にある硬組織が発育中かど

うかを判定するための手段としても, この方法を

使用することができる｡

〔Ⅱ〕 投 与 薬 物

1) 家兎切歯象牙質観察のために
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1%酢酸鉛水溶液

2) 家兎切歯エナメル質観察のために

2%酢酸鉛水溶液

3) ラット顎骨及び腰骨観察のために

0.2%酢酸鉛水溶液

この濃度の溶液を用いて,象牙質の観察には動

物の体重 1kg当り1-2Hlg,そしてエナメル質及

び骨の観察には体重1kg当り5mgの酢酸鉛を授与

した｡2mg/kgの酢酸鉛の投与によっても骨中に鉛

線が出現するが,それは極めて色の淡いものであ

る｡

投与方法は家兎では耳静脈から, ラットでは足

静脈から静かに注入した｡ この操作は酢酸鉛法の

原法と変わるものではない｡

〔Ⅲ〕 観察迄の操作

必要な時間を経過した動物を屠殺してからその

硬組織を観察する迄の操作は次の通 りである｡

第1法ー(通常法)

1) 硬組織をとり出し,10%中性ホルマリンで

固定｡

2) 附着組織を坂 り除いて水洗｡

3) アルコールによる脱水｡

4) レジン等で包埋｡

5) 適当な厚さ (1-5mnt) に標本を切断し,

断面を平ちにする｡

6) 硫化水素飽和0.05規定蟻酸液中に室温で10

分間浸潰｡

7) 水洗し,空気中で自然乾燥｡

8) 実体顕微鏡,金属顕微鏡などによる反射光

での硬組織切断面の観察｡

観察に用いた標本はいつまでも使用できる｡ な

お,蟻酸液中に硫化水素を飽和させるには,キッ

プの装置で発生する硫化水素ガスを用いるのが鹿

利であるが, この方法では使用する硫化水素の量

が大変少なくてすむので,他の化学的方法で得ら

れるものでもよい｡飽和度も厳密である必要はな

く,硫化水素ガスを通した蟻酸液を無色の酢酸鉛

溶液中に数滴たらした時に,iただちに液が黒化す

るのを一応の目安とすればよい｡

第2法 (簡便法)

1) 組織を10%ホルマリン液で固定｡

2) 硬組織を切断し,断面を平らにする｡

3) 硫化水素飽和10%ホルマリン液 (弱酸性)

に数時間浸潰するか,或いは第 1準と同じ

ように硫化水素飽和0.05規定蟻酸液 (もし

くは塩酸液)に10分間浸漬する｡

4) ただちに観察｡

第 1法及び第2法によって白い硬組織の切断面

中に細 く走る黒褐色の明瞭な鉛線が観察できる｡

第2法は第 1法を簡略化したもので,第 1法で

長時間を必要としたレジン包埋のための操作をす

べて省いてある｡ また,蟻酸液の代 りにホルマリ

ン液を使用する?で,第 1法でみられる硬組織表

面の酸による僅かな浸蝕も更に少なくすることが

できる｡しかし, レジン包埋をしない場合には標

本の保存はむずかしい｡組織切片中の鉛線をもっ

と濃いものにするには, 0.1%塩化金酸液に数分

間浸漬すればよいが,そうすると鉛線以外の部分

も汚れてくる｡いずれの方法を採るにせよ対象は

不脱灰切片であるから,切片を非常に薄く切断し

ない限り,反射光によって観察を行なわねばなら

ず, この点が酢酸鉛法の原法と根本的に異なると

ころである｡

結 果

この方法によって,種々な硬組織の切断平面中

に黒褐色の細い明瞭な線として観察される鉛線は

従来の酢酸鉛法による脱灰切片中の鉛線と同じ生

長線であって,2本の鉛線に挟まれた部分は時間

的に2回の酢酸鉛注射の問に形成された硬組織で

ある｡

標本の錯徴鏡写真を撮る場合には,第 1法によ

ってレジン包埋をしたものの方が処理しやすい｡

以下に示すいくつかの例に於いて,特に断ってな

いものは,すべて第 1法によった標本を写真に撮

ったものである｡

〔Ⅰ〕 象牙質について

家兎の耳静脈から,2m1g/kgの酢酸鉛を4日間隔

で3回注射した場合,下顎切歯の不脱灰横断切片

の象牙質切断面中に明瞭な細い鉛線が歯髄のまわ

りにほぼ同じ間隔をおいて同心円をなすように出

現した (図 1)0
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図 1 家兎下顎切歯横断面 (×50)

Ll,L2,L3:鉛 線

E:エナ メル質

D:象 牙 質

p:歯 髄

Ll,L2,L3がその順序に形成された鉛線で,鉛

線と鉛線の問の象牙質は4日間で形成されたもの

である｡表面の鉛以外の無機成分は殆んどそのま

まである｡

同量の酢酸鉛を7日間隔で連続投与した家兎の

下顎切歯の縦断面中には,鉛線は図2の如くに出

現した (図 2)0

注射の回数に応じて,鉛線は何本でも描記され

切歯象牙質の形成される状態がよくわかる｡

次に家兎から振 り出した下顎切歯に対 して,直

ちに第2法 (簡便法) を応用した場合に出現する

鉛線は次の通りであった (図 3)｡

外側の Ll は2mg/kgの酢酸鉛を授与した時に

象牙質中に現われた鉛線であり,内側の L2は 1

mg/kgの酢酸鉛投与によるものである｡

L2はLlと比べて線の着色がうすい｡家兎でも

図 2 家兎下顎切歯縦断面 (×32)

E:エナメル質

D:象 牙 質

P:歯 髄

ラットでも象牙質の観察用には,体重1kg当り1

-2mgの酢酸鉛を授与すればよいが,その量は酢

酸鉛法の原法と同じである｡

標本の保存ができない欠点があるが,単に硬組

織の発育速度をみる場合には, この簡単な方法で

十分である｡

〔Ⅱ〕 骨について

5mg/kgの酢酸鉛を4日間隔で3回授与した体重

1009位の ラットの腔骨横断不脱灰切片の断面に

みられ る鉛線は次の如くであった (図 4),(図

5)0

この図はラットの腔骨の中央部分を横断した場

合のもので,大腿骨寄 りの部分では鉛線はかなり

くずれてくる｡27Hg/kgの酢酸鉛でも腰骨に鉛線は

出現するが,極めて細 く色もうすいので観察しに

くい｡骨中にはっきりした鉛線を観察するために
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図 3 家兎下顎切歯不包埋切片横断面 (×50)

Ll,L2:鉛 線

E:エナ メル質
D:象 牙 質

P:歯 髄

は,5mlg/kgの酢酸鉛の投与が必要であった.この

図から腔骨も局部的にほぼ等速の発育をすること

がわかった｡

図5のll,72,l3は腔骨の骨内膜面側にみられ

る鉛沈着線である｡ この図から明らかなように,

ラット腰骨は外骨膜下の骨形成のみでなく,正常

な場合でも骨内膜面の部分で骨形成を行なうこと

があり,その形成量が鉛線によって計測できる｡

ただし,骨内膜面での骨形成は何らかの理由で外

骨膜性の骨形成が抑制された場合に盛んになるこ

とが多い｡

同様に酢酸鉛を授与したラットの切歯を横断す

るような面で切断した下顎骨の発育状態も, この

方法でよく観察できる (図 6)｡

下顎骨では各所で規則的な発育が行なわれてい

るが,また, ある期間は全 く発育をしない部分も

図 4 ラット艦骨横断面 (×50)
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多くみられる｡形成の速度は象牙質に比べてかな

り遅いのが図からわかる｡

〔Ⅲ〕 エナメル質について

原法ではェナメル質中に鉛線を見出すことは殆

んど不可能であったが, この方法によれば幼若エ

ナメル質部分に鉛線を観察することができる (図

7)｡

7図は5mg/kgの酢酸鉛を授与した家兎の下顎切

歯の縦断切片の幼若 エナメル質中に鉛線を出現さ

せたものである｡象牙質や骨の中にみられる鉛線

と比べると,鋭い線ではなくて着色も極めてうす

い｡更に酢酸鉛の投与量を増加 しても,エナメル

質中の鉛線は濃いものにならなかった｡ また,成

熟したェナメル質中には鉛線を見出すことができ

なかった｡

〔Ⅳ〕酢酸鉛による硬組織の形成障害について
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図 5 ラット脹骨横断面 (×50)

～1,～2,～3:鉛 線

家兎及びラットの切歯象牙質中では,1-2Hlg/

kgの酢酸鉛の投与で明瞭な鉛線を観察することが

できたが,骨及びェナメル質では51mg/kgの投与が

必要であったので,その量の酢酸鉛が硬組織形成

に何らかの異常をもたらすかどうかを家兎及びラ

ットの象牙質,骨について調べたところ,不脱灰

切片では何も異常が見出せなかったが,脱灰切片

では,家兎の象牙質にのみ,-マ トキシリン染色

像の異常が現われた (図 8)0

2度の,5mg/kgの酢酸鉛投与によって,象牙質

中に2本の鉛線が観察されるが,その鉛線の直下

(歯髄側) に幅のせまい-マ トキシリン不染層が

あらわれ,更にその内側にかなり幅の広い-マ ト

キシリン濃染層が出現する｡その他にも,鉛注射

以後に形成される象牙質には,-マ トキシリン染

色像に軽度の異常がみられる｡従って, この量の

酢酸鉛を授与した場合には,象牙質を観察するこ

; D 甥 E

,､…一.仙 _｣

図 6 ラットの下顎切歯と顎骨 (×80)

D:象 牙 質

Pe:歯 根 膜

B:顎 骨

とは避けた方がよいと思われる｡

考 察

この方法では,硬組織の切断面中に綿状に沈着

した白色の鉛塩が,酸性溶液中の硫化水素によっ

て黒褐色の硫化鉛に変えられ,一方その他の無機

成分 (大部分はカルシウム塩)は硫化水素によっ

て着色変化をうけないために,はっきりとした鉛

線が実体顕微鏡で観察できるのである｡また,級

織片中のカルシウム塩等は短時間の蟻酸やホルマ

リンによる処理によって,表面がほぼ均等に,揺

んの僅か浸蝕をうけるけれども,硫化鉛はそれら

の酸性溶液に対 して安定なために,溶出されずに

組織片中に残るので,微量の鉛でも観察できるの

である｡

この方法によれば,大変簡単に, しかも短時間

の操作で,原法によるものと同じ鉛線が硬組織の
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図 7 家兎下顎切歯縦断面 (×80)

L:鉛 線

E:エナ メル質

D:象 牙 質
P:歯 髄

不脱灰切片中に観察できるのであるが,原法と比

べて精度がわるいという事はなく,幾多の操作が

簡略化されるので,むしろ組織の変形や鉛の流出

が少なくてすむ｡従って,硬組織の部分的な発育

度を調べるには, この方法で十分と考えられるだ

けでなく,適用範囲が原法よりも,ずっと拡大さ

れたのである｡従来,脱灰操作を伴う原法では適

用が困難であった長管骨や-エナメル質にもこの方

法は使用できるので,骨内膜面にみられる骨形成

等の興味ある現象も観察された｡

また, この方法では無機成分をそのまま残 した

組織片中の鉛線が観察できるので, これ迄は考え

られなかった硬組織の無機相に対する時刻描記が

可能となり,例えば,薬物の投与等によって生ず

る石灰化状態の変化や無機成分の性状の変化など

にらいて,その異常の発生過程を組織片上に経時

図 8 家兎下顎切歯脱灰横断薄切切片の

-マ トキシリン染色像 (×100)
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的に知るためにも用いられる｡

更に,硬組織の切断研磨面に鉛線を出現させた

後に,-マ トキシリン染色を試みれば,原法によ

るヘマ トキシリン染色像と同じものが観察できる

ものの,基質成分についてのこまかな観察には,

通常の顕微鏡を用いる原法の方が,像を正確に大

きく拡大して観察できる点で はるかに有利であ

る｡これらの点で,原法とこの応用法とは,明ら

かに使用目的を異にするものである｡

ところで,鉛は生体にとって大変有害な物質な

ので,授与する量はできる限り少量にすべきであ

る｡しかし,骨やェナメル質で鉛線を観察するた

めには5mg/kgの酢酸鉛が必要であった｡それは,

骨や幼若エナメル質中のカルシウム沈着度が象牙

質よりもわるく,従って,鉛の沈着度もわるいた

めと考えられる｡5wlg/kgの酢酸鉛では,明らかに
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家兎の象牙質に形成異常がもたらされるので,象

牙質を観察する場合と骨やェナメル質を観察する

場合とでは,用いる酢酸鉛の量を変えるべきであ

る｡

更に,エナメル質中の鉛線については,幼若エ

ナメル質部分にのみ観察できて, しかも他と比べ

て大変着色がうすく, 鋭いものではないことの原

因が不明で,その点を目下検討中である｡

総 括

1) 酢酸鉛法は硬組織の脱灰薄切切片について

観察する方法であり,その変法として,薄切しな

い不脱灰組織片中の鉛線を実体顕微鏡や金属顕微

鏡で観察する方法を考案した｡

2) 非常に簡便な方法である｡

3) 石灰化 したままの組織中に鉛線が検出でき

るので,組織片中の無機相に対 しても,注射時刻

が摘記できる｡

4) 適用範囲が原法よりも拡大されて,長管骨

やエナメル質の観察にも使用できる｡

5) 観察する硬組織によって,酢酸鉛の投与量

7

を変える必要がある｡

稿を終るにあたり,御指導下された三村二教授に深く

感謝致します｡
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