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Since the publications of the histochemical demonstration of alkaline phospha-

tase by TAKAMATSU (1938) and GoMORI (1939), numerous histochemical investigations 

of phosphatase activities in animal and also human tissues were reported, but the 

technical difficulties of the histochemical demonstration of hard tissues have still 

remained unsolved. 

In regard to ossification, it seems that an old Robinson’s theory has given ’an 

indelible impression for many inve~；tigators and some missunderstandings on this 

enzyme has been current. So the authors had been tried to improve the technique 

for the histochemical demonstration of this enz~’me in calcified hard tissues, and 

revised the procedure of decalcification and also the staining course as a whole. 

The authors revised method can be summeriezed as follows; 

I〕Decalci白cationancl Reactivation. 

:¥ft er the fixation of the hard tissues in a cold mixtm℃ of absolute alcohol and 

aceton in equal parts for sc¥・cral da~刊 the ti出 ueswere w日shedin short time, and 

then immersed in a following decalcify ing solution at ordinary rnom temperature. 
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Dccalcifying solution : 5 % solution of Terasoclium salt of EDT A (Ethylen Dia-

min Tctrnaccticλcid) ancl 5対 solutionof Disoclium salt of EDT A were prepared. 

These h＼’o solutions were mixccl in equal parts before use. This mixture indicates 

neutral nature (abuot pH 6. 8～7. 3). The completion of demineralization may be 

recognized by daily stab test with needle. 

After the finish of demineralization, the slices were ＇＼’ashed in a tap water about 

30～60 minutes and dehydrated with alcohol, and then embedded in celloidin. 

Before the histochemical use, sections were reactivated in a 1 % solution of mag-

nesium choride for several hours. 
IIJ Histochemical Procedure for Alkaline Phosphatase. 

The reactivated celloidin sections were tested for the demonstration of alkaline 

phosphatase by Takamatsu and Nishi’s method. 
1) Place in the following mixture of substrates at 37° C for 10・15hours. 

1% sodiumβ－glycerophosphate solution 20 cc. 

1 % calcium chloride solution 20 cc. 

Palitzsch’s bu町ersolution 10 cc. 

This mixture was adjusted to a final pH 9.2 b~’ addition of alkali. 
2) v再rashin distilled wa tel'. 

3) Place in 5 %ιill'cr nitrate solution about 5 to 10 minutes. 

4) Wash in distilld w日tGancl place in neutral formol solution about 5 to 10 min-

uces. 
5) ¥Yash in di::;tillccl water twice about 20 to 30 minutes and then immerse in 0.1% 

gold chloride solution about 1 to 2 hours. 

6) Wash in distilled water and place in 5% sodium thiosulfate solution about 1 

minute日．

7) Rewashing in tap water, and counter-stain ma~， follow b~’ Kernechtrot s::Jlution. 
8) Dehydrate through alcohol and mount in balsam as usual. 

The sites of alkaline phosphatase activities were shown b~ ， deep blue or violet 

in various grades according to the activities, indicating a formation of metallic gold. 

At higher magnifications, the sites were observed as fine granular precipitates 

in cytoplasm. 

Iいとぐち

フォスファターゼの組織化学的研究はy 細胞の機能

と其形態学的変化の関連性を追求する：心：味に於てp も

っとも霊安な枚宗i去のーっとして［刊に広〈利『月されて

し、る．

然るl二十j1[1；：什印有；；：：じてはp カルシウム，燐及び

組織の基質となる蛋自の代謝にア.＇＼， Jカリ p フォスファ

ターゼ（以下 Al-P-as巴と略すj が何らかの重要な役

割；〕を演ずる引が認められてし、るに拘らずF 脱灰操作

を伴う組織化学的証明法の困難さの故をもって未だ］t:,

分に解明されるに到っていない．

即ち1938年著者の一人＇＂ ':il会が AトP-aseの組織化学

的証明法について最初の発表を行った際はp 従来の強

酸による脱灰法では酵素作用が著しく損われるため非

脱灰のま〉ツエロイジン切片としP 又は凍結切片を用

いたがl止の方法では研究材料の菌類に制限を受けるの

は当然である．その後 Kabat& Furth (194.11は弱

酸性10%Diammonium citrate溶液を使用して脱灰

した硬組織における Al-P-aseの証明を試み，以来各

frf(のJ日照nm液？？用いた報告が多く見られるに到っ

た．特に Lorch(1946) ii Wal1;olの酪酸緩衝液の

i医：Ji;性？発夫し，（；reep&'.¥IυJ'S<' (1947）は各種弱酸

性溶液による脱灰法を比較倹討した九此等の方法を

"' 

l』



硬組織におけらアルカリ・プァスブォターゼの組織化学的証明法 303 

用いて生理的並に病的骨軟骨＊Jil:哉における Al-Pase

についても多くの研究業績が相次いで発表された．

, c;rc:-p, Fisher, i¥1ons2, Lorch, BrucKner, Har-

ris, Zorzori, Majno, Rouiller, Siffert，高絵p 岩p

蒲原）

我々も従来広く使用されている Lorch及び Greep

の弱酸性緩衝液による脱灰法を追試したがp 酸性溶液

を以てする脱灰法では如何にしても酵素作用の減弱が

著しく，又種々の再賦活剤を一定の大きさを有する組

織片に長時間作用せしめねばならないので非特異性反

応或は染色の不均等が現われる場合が多いことを知っ

た．更に又比較的大きな組織片に対する検索が殆んど

不可能であるためp 比等の欠点を可及的少くする目的

で特殊な脱灰作用を有している EDTA〔Ethylen 

Diamin Tetraacetic Acid）を用いて脱灰し，従来と

全く別の方法に依る染色法を試みた．我々は EDTA

が金属塩特に 2価の金属イオンと結合して可溶性の非

イオン性錯塩を作る性質を有し，従って中性溶液での

脱灰が可能であることに特にj主目したのである．

我々のこの方法は既に昭和30年4月の第29回日本整

形外科学会にその大要を発表したが詳細の問い合せが

多いのでp 改めて本誌上に紹介したいと思う．尚同様

の研究がp 海外に於ても，我々と別個に行われたが内

容に於て異るところがある．

本研究に際しては，健常海俣p 結侠躍患海f夷p ラッ

テ，マウスP 幼若家兎の膝調節全別出標本p 肋骨肋膜

軟骨境界部及び人体材料について後述の如き種々の条

件を組合わせp 同時に動物の腎及び肝を全く同様の操

作を加えて染色を行い従来の方法と比較検討しp 又松

崎は歯芽組織について研究を行った．此等の成果より

按ずればp 本法は極めて優れた方法であることを確信

するものである．

H実施法について

1) 標本の採取周定

一般に酵素の組織化学的検索法の原理lt，酵ぷ自体

の直接的証明ではなく，酵素作用の結果であるところ

の反応産物の証明p 例えばj志賀の分解産物を沈澱捕捉

しP 更に呈色せしめ反応結果を検鏡するごとき間接の

証明法である．従って酵素の活動性を保持すると同時

に操作中における酵木及び反応産物の位置の移動を及

少限にする事が必要である．

採取標本はl白：ちに固定液に投じ固定液は 1日2～3団

交換し，永室内（がWCJに保存する．

組織片の大さは，勿論可及的小片である方がよいが

検索の目的上比較的大きな標本を必要とする場合は，

その不要断面のみを切除して薄片とする．例えば海俣

膝関節全刻標本の如きものでは，その矢状断面に平行

に両側からクーパー殉万，グラインダー或いは歯科用

モーター鋸で切除する．この場合周囲軟部組織に脂肪

が多く存在すると正確に切断出来ないから先づ全標本

を固定しP 12～24時聞を粍てから脱脂と固定液浸透の

程度に従って少しづっ切除してゆくと2～3日の固定期

間中に軟部組織も離関する事なく正確に鋸断p 錬磨し

得て＇ 3～5mmの薄い標本が出来る．更に2～3日充分

に固定を行う．

固定液については＇ 80%, 90%，無水アルコールp

無水アルコール及び純アセトン等量混合液について比

較したが Al-P-aseの如き水解酵素では＇ 80～90%ア

ルコールよりも無水アルコールの方が良好と考えら

れp 実際的には無水アルコール，純アセトン等量混合

液の場合がもっとも美麗で鮮鋭な標本が得られた．尚

骨軟骨組織では特に固定を充分行う必要があり p 不充

分であれば染色の不均等性があらわれ鮮鋭度が低下す

る．

2) 脱灰法

i) 0.2N酷酸， 0.2N酷酸ソーダ等量液（Lorch),

ii〕 10%スルアオサリチル酸＇ 20%クエン酸ソーダf昆

合液（Greep)iii) 5%アルカリ中和.EDTA液（Dis-

odium salt pH 5.2をNaOHで中和j, IVJ 5 %酸中和

EDTA液（Tetrasodiumsalt pH 11.2をHClで中和），

Y) 5%EDTA液（Disodiumsaltと Tetrasodium

saltの等量液）及び3%,10% EDTA液について比較

検討した．脱灰速度は引がもっとも速し従来広く

用いられていた Lorch液と比較して約4～5倍であり

幼若動物では数時間の脱灰で充分目的が達せられ且つ

脱灰液を毎日交換する必要はない．海狽膝関節では

5～IO 日間ー脱灰液中に浸潰して完了するが酵素作用

の著しい減弱はみられなかった．

この脱灰液のpIHこ関しての実験ではp EDTA液に

於ては pH5.5以下p pH 9.0以上では脱灰速度が急

激に低下し pH7～9の範囲に於てもっとも速かな脱灰

作用がみられる.y）の作製に当つてはD.S.1Disodium

saltJ とT.S(Tetrasodium salt）の等量混合によっ

てP 略々ph7.0となるが，時には多少の移動があるの

で使用に｜ぶしては電気 pH測定器等を用いる．酸性な

ればT.S.をp アルカリ忙なjLif'D.S.を滴下して修正す

ることが望ましレ. iii) lりではpHの移動がおこり
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易く p i) iりでは後述の如き再賦ii!i剤を長時間作用せ

しめない限り酵素作用が発現しない等の欠点がある．

v）がもっとも良好な脱灰液である事は同様な操作を

行った腎，肝組織に依っても明瞭に認められた．

脱灰温度は27℃以内（冬は室温y 夏は冷暗所）であ

れば特別の障碍はないが＇ 27℃以上では明らかに障害

され37。C以上では殆んど証明されなくなる．叉氷室内

では幼若動物の脱灰は良好な結果が得られたが脱灰速

度は遅延する故大体 17°C前後が 最も適当と考えられ

る．尚脱灰操作中組織片の表面に附着した C02ガスの

除去促進のためp 減圧脱灰戎は振動法を試みたが実用

的には必ずしもその必要はなく時々容器を手に持って

振る程度で充分である．

脱灰操作による酵素作用減弱の程度は動物の腎又は

肝を同時に浸潰する事によって比較し得るが従来の弱

酸i'.I二日夜でl日～5日で障害が認められるにl止し，中性

EDTA溶液は5～7日でも認、むべき障害はみられなかっ

た．但し 10～I~ 日に於ては酵素反応減弱の傾向があら

われ特に高温で脱灰すると著しい．

脱灰の程度は慣用の針で判定し， 完了後は30分～ 1

時間流水々洗を行い型の如くツエロイジンに包埋す

る．切片作製時－｛§！脱灰不充分であればツエロイジン

ブロッ クのま弘 EDTA液に切口を接して漫潰してお

く事により 10～24時間で10枚程度の切片は作製出来

る．

3J 再活性化

Al-P-aseの賦ifi弗jについては多くのものが知られ

ており従来の文献によると脱灰操作中における硫酸亜

鉛の添加p 脱水ア 1 コ － ｝~ 中におけるグリシンp パル

ピタールソーダ等の添加及び pHのアルカリ性修正p

或は基質液へのパルピタールソーダ，マグネシウムイ

オンの添加等が報告されてをり p ＂~＇：に政'it溶液による

脱灰を行った場合は此等の操作を加えても酵素作用を

充分に回復せしめることは困難である．

又tii:'-'Yih¥ii'.；剤については，未だその作用機序も解明

されているとは云い難し而も組織片をー塊として長

時間作用せしめてP 果して正確な位置に酵素作用が発

現するか否かについては甚だ疑問である． 事実EDTA

溶液脱灰の場合p 組織片に対してパルピタールp グリ

シ ン を長時間作用せしめると染色の ／f ~ J-5J 引ι 非特異

性反応p 例えば核の浪染， J広散のあらわれる傾向が強

しむしろ此等の所謂I民，r;/illを作用せ しめない方が理

論的に正しい存在部位を示した．

従って組織化学的検索に当つては此等業剤による所

謂再活性化は出来る丈用いないか或は最小限にと fめ

るべきであろう.EDTA溶液による脱灰時には Caイ

オンと同時にMgイオンも脱却せしめられるので，後

にこれを補うために切片を I00MgCI2水溶液に潰すこ

とにより良好な結果を得た.Mgイオンの賦活作用に

ついてKabat& Furthは M/100Mg So~ を反応液

に加える事をす弘め3 その後多くの生化学的研究もみ

られるが，Jenner& KeyはM/3000～M/1000の低濃

度として用うべきだと述べている．又武内等は基質液

！こl¥1/25～M/250のMgChを添加した場合もっともよ

く反応が現われると報告している．然し高松等の研究

に依ると組織中の Al-P-aseには Mgイオンの添加に

よって始めて作用の現われるものと然らぎるものとの

両型がある事が判明している．此等賦活剤の問題につ

いては更に検討すべき余地点：多く残されているが，と

もかく， EDTA液脱灰の際にはMgイオンの含まれる

液に潰すことは必須の事柄である．

4i Al・P-aseの証明

Al-P-aseの証明法については，反応液中で生じた

燐酸カルシウムを燐駿銀とし更にこれを還元して金属

銀とする高松法p 燐酸カ Yしシウムを燐酸コパルトに変

え次に硫化コバルトとする Gomori法或はアゾ色素を

用うる方法があり，上述の原則を用いた幾多の改良法

も報告されF その優劣についても種々論議されている

が染色標本における Al-P-aseの出現部位については

高松法がもっとも微細な構造を示し非特異性反応も少

いと考えられる．

然し高秘法， Gomori法によると鏡検の際p リポク

ローム，へモジヂリン，ヘモジリ ン等の褐色色素或は

脱灰不充分な骨組織と Al-P-ase存在部位との判別が

つき難い事が屡々あるのでP 此の欠点を補うために改

良された高松・西法（1953）に従って金置換法を行つ

子、

即ちツエロイ ジン切片（90%アルコール保存）をl

o,,l¥I.旦Cl：決ー中に数時間浸潰したiも 次の如き基質液中

で37°CIO～15時間反応せしめる．

［%。グリ叫酸ソーダ 初

1 "o tJ包イt；カjしシウム 20cc 

Palitz翻酸綬筒液〔pl一I9.2J IOc c 

pH9.I～9.3以内にある様毎回適宜修正を行う． 又場合

によっては災に 2.5%MεCUOcciiJィ川、；r'i1 ↓ ；8~1だM/501

を加える．対照標本には戸ワ，，セロ燐酸ソー ダを省い

たId忘甘えーを用 うる．

Iii. Ji与後ノドi)\; して 五 ’·~（ii'i酸HU：佼 l~l に 入れると酵素反応
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によって生じた燐酸カルシウムは， Ca:icPO., i., + 6Ag 

NO a→ゴA!isP0.1 + 3Ca1 '.¥10.< ＇＂＇梢褐色味を帯びた燐酸

銀となる．充分水洗した後37%中性フォルマリン液

I ：、IgCO,.+ Mg(OH J＂の過飽 和溶液を鴻過）に数分p

i淡を捨て》蒸溜水を加え20～30分放置すると還元され

て黒褐色の金属銀となる．更に充分水洗した後0.01%

塩化金液中に入れ金属銀を金に置換せしめる とAトP-

aseの存在部1立は美礎科刻な青紫色を呈して来る.7.l<. 

；た後 5%チオMt駿ソーダ液で定着して余分の金属塩を

除去p 流水水洗した後ケルンエヒトロート液

a .. Kern＜＇仁htrot 

l焼明パン

蒸溜水

b. 1 %Ba C¥10;h 

0.5g 

,)g 

JOOcc 

<a: b=9: lの割にfl.:じた ものを瀦過）によ る後染色

を行い型の如く悦7J<.，封入を行う．

目総 括

本改良法の要点は，第一Lこ脱：.i(操作を EDTA中性

溶液（ 4曹達塩と 2曹達塩の等量混合液を用いたこと

が特徴）で行い，第二に酵素反応証明法の 後段階で

生じた燐酸銀を中性フォ 1（.－マリンで還元し，更にこ

の金属銀を金に置換して優れた標本を作製し得るに到

ったのであるが，前述の方法を要約するとi欠の様であ

る．

1) 固定 ：無水ア .1t,, コー ／~. P 純アセトン等量混合液

（氷室内〕 1日2～3回交換し3～5日

2) 脱灰： 5%EDTA液 rDisoc.liumsaltとTetraso-

dium salt等量混合液 pH7.0) 

3) 約 1時間水洗後p 脱水y ツエロイジン包埋

4) 切片を水洗〔以下すべて蒸溜水を用う）して1%

l¥lgCh液に数時間

5) 基質液反応、：37℃10～15時間（pH9.1～9.3に修正）

6) 軽く水洗して s？；；硝酸銀 7分

7) 水洗して37%中性フォルマリン液 7n・，液を捨

て》静水中に20～30分

8) 再・び水洗して0.01%塩化金液1.5～2時間

町 村光， 5%チオ硫酸ソーダ液 I分

10) 流水々沈

11) 後染色：ケル ンエヒトロート約5分

12) 水洗，脱水，カルポールキ シロー 1透徹

13) パ 1t,,サム封入砂鏡

Al-P-ase存在部位は美麗な紫色を呈し，細胞核そ

の他は後染色により i；~赤色にに染色される．強拡大に

よると細胞原形質内に微細な頼粒と して見られ，時に

は核の周囲に吸着されている事もあるが核内には認め

られない．

此の事は Phospho・mono-esteraseの理論的に正し

い存在人i；位を示す もみであり， 且つ叉種々の黒褐色々

素との鑑別も容易である事p 金寓金は種々の化学薬品

に対する安定性が高いために永久標本として保存しの

る事等の利点を有している．

本研究に対し終始御鞭主主を戴き御校関を賜った京大

整形外科近藤鋭矢教授に深甚の対1.＇：さを表する．
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附図説明 lAl-P-asc （（.在古frf立は紫色に染色される．）

第 1図 ：(ti!市海狭山r悶百；＇l (Al-P-ase染色）

第 2図 ：同上標本の骨端軟骨及び関節軟骨部を拡大し

たもの（同上染色）

第3図：同上標本の骨端軟骨における増殖軟骨層の強

拡大（同上染色）

第 4図・ 実験的膝関節結核（海1究JI消tt種後2週間目，

十字靭帯附着部より骨端骨髄内え結核性肉芽

が侵入し周囲骨髄内細胞の Al-P-ase反応は

減弱している． 「向上染色）

第 5 図：：幼若家兎の鹿骨々端軟骨部の強広大 （同ヒ；＂｛~

色）

第6図：健常家兎腎を EDTA液に 5日浸潰し た後

Al-P-ase染色を行ったものF 反応の減弱が

哨んど認められない．


