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Examination of blood vessels in rat incisor pulps 

-using TEM of thin sections and freeze-fracture replicas -

Shoji Tabata 

Department of Oral Anatomy， Kagoshima University Dental School 

(Chief: Prof. Teruhiko Sem ba) 

The continuously erupting rat incisor is a suitable model for studying the 

process of cell changes. For example， the growth of odontoblasts can be seen 

from the basal portion of the incisor to its incisa.l portion and the process of 

dentine mineralization may be examined by using this model. To establish the 

relationship of the mineralization of dentine to the flow of body fluids in the 

incisor pulp， the blood vessels in the rat incisor pulp were investigated using 

transmission electron microscopy (TEM) of thin sections and freeze-fracture 

replicas. The results are summarized below. 
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1 TEM of thin sections. 

1) The centra1 arteries， which were lined up in the median line of the pulp， were 

classified as arterio1es according to their diameter. They were composed of three 

1ayers， the intima which inc1uded endothelium and the basal lamina， the media 

which included 2 to 4 layers of smooth muscle cells and the advetitia which was 

composed of 100se connective tissue. The media was 3 to 4μm  in thickness. 

2) The centra1 veins 1ay on the both sides of the centra1 arteries. They were 

c1assified as venu1ae， however they were 1arger in diameter than the normal 

venulae. They were composed of endothe1ium， basa1 1amina and loose connective 

tissue. There were no smooth muscle cells in the walls of the central veins. 

3) 1n the basal portion of the periphera1 incisor pulp， where the odontoblasts 

were about 30μm in height and the minera1ization of dentine began， many 

capillaries were seen in the subodontob1astic region. All of these were of the 

continuous type. The attenuated periphera1 portion of the endothelia1 cells was 

very thin. 

4) 1n the midd1e portion of the incisor， the odontoblasts， which were called 

young odontoblasts， were about 50μm in height. Active minera1ization of 

dentine occurred in this region. The network of capillaries was near the terminal 

web of the odontoblasts. Two types of b100d ca.pillaries were seen in this 

network， continuous and fenestrated capillaries.. The continuous type had 

thicker endothelia1 cells than those in the basa1 portion. The fenestrated 

capillaries had fenestrations of 60 to 80 nm in dia.meter c10sed by a very thin 

diaphragm. Thick endothelial swellings were seen in the lumen in this portion of 

the incisor. 

5) 1n the incisa1 portion， where the odontob1asts were called old odontoblasts， a 

network of capillaries was seen near the terminal web of the odontoblasts. Many 

of these capil1aries were of the fenestrated type， but a few were still continuous. 

6) These observations suggested that the continuous capillaries might change to 
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fenestrated capillaries in the middle portion of the incisor and when this change 

occurred， a thick endothelial swelling might appear in the capillary lumen. 

II TEM of freeze-fracture replicas. 

The advantage of the freeze-fracture method，was that it provided e刀 face

views of the junctions between adjacent endothelial cells. 

1) The endothelial junction of the central arteries was composed of tight 

junctions comprising 2 to 5 or 6 strands with many intercalated gap junctions. 

The endothelial junction of the small arterioles displayed tight j unctions 

comprising 7 to 10 strands but no gap junctions were found in it. 

2) The endothelial junction of the central veins was composed of linear creases 

only， whereas that of the small venulae was composed of tight junctions and 

linear creases. 

3) The endothelial junction of the continuous capillaries was composed of tight 

junctions. These junctions appeared as 2 to 3 parallel strands and were thought 

to be discontinuous zonula occludens rather than perfect zonula occludens， 

because some gaps of about 10 nm were visible. 

4) Fenestration of the fenestrated capillaries was seen as circular grooves on 

the P-fracture face or circular protrusions on the E-fracture face. The 

fenestrae were randomly distributed， circular and 50 to 60 nm in diameter. The 

coalescence of about 30 to 40 fenestrae constituted a fenestrated area. 

Nonfenestrated areas were so extensive that fenestrated areas were widely 

separated. 
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緒言

歯の機能形態学的研究を志す者にとり，硬組織の石灰化機構 と歯の痛みの受容機構

という 二つの問題は，いずれも興味深い研究対称であろう O 例えば，脊椎動物の骨，

軟骨，歯といった硬組織の無機成分は例外なくすべてリン酸カル シウムであり (須田

ら， 1986)，このうち象牙質は65%の無機質と 35%の有機質および水か ら成 る(Bhaskar，

1982)。この象牙質の石灰化に関して， Leblond & Weinstoch (1976)は過去の業績を次

の三説にまとめている O

1 )分泌説 (thesecretion theory) 

2 )基質小胞説(thematrix vesicle theory) 

3 )直接石灰化説 (thedirect deposition theory) 

このうち基質小胞説は，象牙芽細胞で形成された基質小胞が細胞外基質中に放出 さ

れ，無機イオンを蓄積しながら石灰化部位に到達するという理論である。この説によ

る石灰化には，歯髄中の体液の流れを必要とすることが考えられる。

また，象牙質のリンタンパク質に対するモノクロナル抗体を用いた最近の研究によ

ると，このリンタンパク質は象牙芽細胞で作られ，細胞体部から象牙芽細胞の突起へ

移動し，石灰化部位近くの突起部分から基質中に放出されるという (Nakamuraet al.， 

1985)。リンタンパク質の放出後，これらの運搬に歯髄中の体液の流れが関与 している

ことは十分考えられることである。

一方，歯の痛みの受容機構に関する主な三説のうち流体力学説 (hydrodynamic

theory)は，象牙細管中の体液が象牙質への刺激に反応して流動を起こし歯髄中の神経
を刺激するという理論である (Seltzer& Bender，1984)。このことは歯髄中の体液が歯

の痛みにも大きく関与していることを示唆するものであろう。

さらに，象牙質の形成は生涯を通して行われ，これと共に象牙芽細胞も 生涯活動す

るという (Bhaskar1982)。このことは，とりもなおさず歯髄中の体液環境が生涯にお

いて恒常性を持ち続けていることに他ならないと考えられる o

このような事柄から，歯髄中には特殊な体液の流れが存在するのではないかとい う

考えに立って，仙波(1978，1982)は分子量の異なった数種のトレ ーサ一物質を用いて，

ラット切歯歯髄中の体液流通について研究を行った O その結果，静脈内に注入された

分子量5万以下のcytochromec及びhorse-radishperoxidaseは歯髄中の毛細血管内皮

細胞を容易に通過し，注入後3分で歯髄全域のみならず象牙細管を経由し， エナメル ー

象牙境にまで達した。一方、分子量約24万のcatalaseは:2時間を経てもほとんど血管外
ヘ漏出しなかった。これらのことは，歯髄中の特殊な体液の流れの存在を示唆するも

のであり，また歯髄中の血管内皮細胞による透過物質の選択の可能性をも示唆するも

のである o

そこで，著者らは，このような歯髄の特殊な体液環境をもたらしている原因の一つ

が歯髄中の血管にも(もし存在するならリンパ管にも)あるだろうと考え， 走査型電

子顕微鏡 (SEM)及び透過型電子顕微鏡 (TEトf)を用いて形態学的立場から研究を行って き
た(仙波，田畑ら，1983;Semba& Tabata，1985;田畑と仙波，1985;仙波，田畑ら，1986a，b;
Tabata & Semba，1986;田畑ら， 1987;Tabata& Semba，1987;田畑と仙波， 1988;Tabata& 

Semba，1988)。その結果，ラット切歯という特殊な材料についてではあるが，今日まで

に少なくない新知見を得ることができたので，ここに学位請求論文として提出する。

尚，本論文の骨子は超薄切片法及び凍結割断レプリカ法を用いた歯髄中の血管のTEM観

察であるが，論旨の進行上，血管鋳型標本のSEM観察についてはどうしても述べておく

必用があると考えるので，以下に大まかに著者らの行ってきた研究について述べる こ
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とにする o

下歯槽動脈から分岐した一本の歯髄枝は下顎切歯歯髄に入る直前で15~ 20本程度の

詮勤監(波田， 1957) (蒲， 1961は歯髄動脈幹， 長谷川，1966は下歯憎動脈切歯枝と

述べている)を形成した後，正中面に沿って 歯髄内に入る。こ れ らの詮勤胞は忌も民

側に位置するものから，唇側方向に順次分校を派出し，それぞれの分校はその途中か

ら竪側動騒を形成する(図 4) 。尚，前後の笠虫1~は互 いに交錯することなく ，体 節

的に歯髄中に分布するo この壁側動脈の2次あるいは3次分枝は細動脈とな って， 象牙

芽細胞の内側に到達する。細動脈は象牙芽細胞の直下で花弁状に分岐し孟組血笠蓋

(Adams，1959の記述する subodontoblasticplexusに相当する)を形成する(図5)。

この血管は象牙芽細胞の長軸と平行な立ち上がりを示し E寸毛細血管を形成する
(図5) 0 直立毛細血管は歯髄表面近くで直角に折れ，網目状を示 し， 毛細血管網

( Adams， 1959のpredentinalplexusあるいはBernick，1962のterminalvascular 

capillary plexusに相当する)を形成する(図5)。重lIB巾管網の網 目の大きさは部位
によって多少の相違をしめす。即ち，側面に比べて 唇側における網 目はかなり 密なよ

うである(図6，7)0 ところが，基底部から切縁側部においては網目の大きさに変化は

ないようである。これらの毛細血管は集まり細静脈を形成する o 細静脈は緩やかな傾

斜で内方に走り，数本集まりやや径の大きい細静脈となる o この細静脈はさらに集ま

り詮盈監の両側面にみられる歯髄の詮並監を形成する O 図1は，詮盈11が唇側で分校し
て毛細血管に移行する様子(図 1左側)および細静脈が詮重盛に集まる様子 (図l右側)

を簡単な模式図として描いたものである。

図l 詮盈JA(A)が分枝して毛細血管に移行する様子(図左側)および細静脈が集まり
詮詮廊 (V)に流入する様子(図右側)を模式的に示した図.図上方が唇側である.

00:象牙芽細胞 a:壁側動脈 cn:毛細巾管網 cp;毛細血管叢，矢頭、は直立五細

血笠を示す.
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第 1編 超薄切片法によるTEM観察

第 1章 はじめに

超薄切片法で毛細血管を観察し，その形態を基に分類を試みたのはBennettら(1959)
が最初である。現在，毛細血管はその内皮細胞と基底板の形態に基づいて 3型に分類さ
れている (Simionescu，N.& Simionescu，M. ，1983)。まず第1が連続型毛細血管(conti-
nuous capillary)である o 通常，筋組織中にみられるので(Palade，1961;Muir，1962)筋
性毛細血管とも呼ばれるこの型の毛細血管は，連続する内皮細胞と基底板から成る O
内皮の厚さはおよそ0.2"'0.3μmであり，その中に60"''70nm径の形質膜小胞(plasma-
lemmal vesicle)を非常に多く含む。また筋以外にもこの型の毛細血管はみられる。例
えば，勝臓の外分泌部(Bolendar，1974)，あるいは胸腺実質部 (Raviola& Karnovsky， 1972)，さらに中枢神経系 (Reese& Karnovsky，1967)，肺(Simionescu，D.& 
Simionescu，M.，1983)，骨のハ-パース系に存在する毛細血管は連続型である o 次に，
第2が有窓型毛細血管(fenestratedcapillary)である o この血管の内皮は特に薄く
(0.05"'0.1μm) ，径60'"80nmの円形の窓(fenestra)という構造を持つ。通常，この窓は
単層の隔膜(diaphragm)によって閉じられ，中央に10"'15nm幅の結節(knob)がみられる
(Rhodin，1962)0 また基底板は連続して内皮を包むo この型の毛細血管は， 腎臓(Hallet al.，1953;Yamada，1955)，勝臓の内分泌部 (Simionescu，M.et al.，1974;Hart & 
Pino，1986)，副腎(Elfvin，1965)，小腸などの内臓性臓穏に多くみられることから内臓
性毛細血管とも呼ばれる。さらに下垂体(Muir& Peter，1962)，松果体(Matsushima& 
Reiter，1975)，鼻粘膜呼吸部(Cauna& Hinderer，1969)，甲状腺(Wissing，1960)，脈絡
膜 (Pino，1985)，精巣上体(Abeet al.，1984)などの毛細血管も有窓型である o 最後の
第3型が不連続型毛細血管(discontinuouscapillary， sinusoid)である o この内皮は
数百nmを越すほどの大きな間隙を持ち，基底板は不連続か，あるいは全くそれを欠いて
いる。この型は肝臓にみられる (Wisse，1969)0
この形態を基に分類される3型の毛細血管は，それぞれが血管透過性といった生理的
機能における特性を持ち，臓器特異性を示している(山元，1985)0 ラット切歯歯髄中に
は連続型と有窓型の両型の毛細血管が存在している (Semba& Ishida，1975)。また，ヒ
ト(Riedelet al.，1966;Dahl & Mjor，1973)，マウス (Corpronet al.， 1974)，ウサギ
(Okada et al.，1986)，ハムスター (Han& Avery，1963)の歯髄毛細血管においても同様
の報告がある o この両型の毛細血管の歯髄中における分布状態は象牙芽細胞の成長及
び象牙質の石灰化と密接な関連を示すようである。本編ではこれらの関連を明らかに
するため，ラット切歯の基底部から切縁側に向かつて形態変化を示す象牙芽細胞を指
標にして，毛細血管の部位的変化をTEMを使用して観察する。

第 2章材料と方法

生後20"'30日のウイスター系ラットはエーテル麻酔下に開胸し，左心室より 生理食
塩水で潅流及び放血した o 3.0 %グルタールアルデヒド (O.1Mcacodylate buffer， 
pH7.4)で濯流固定した後，下顎切歯を取り出し，基底部をカミソリを用いて切り離し
たO 同固定液中で4時間，氷水温下で浸漬固定した。中部及び切縁側については，一部
を除き固定終了直前に，実体顕微鏡下でピンセットを用いてエナメル質と象牙質を静

-7-
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かに剥ぎ取った。このようにすると脱灰操作を行うことなく象牙芽細胞が歯髄側に付

着した状態で， 電子顕微鏡標本を作製することができ，よい結果を得ることが可能と

なった(図3)0但し図26及び27についてはEDTAによる脱灰を行い (Beertsen& Niehof， 

1986)標本を作製している O この時点、で中部と切縁側を切り離した o 同緩衝液で数回洗

浄した後， 1.3%オスミウム酸 (s-collidinebuffer)で1時間後固定を行い，アセトン

脱水してエポンに包埋した。 LKBultrotomeを用いてダイヤモンド ナイフあるいはガラ

スナイフにより超薄切片を作製し，クエン酸鉛単独染色， 一部は酢酸ウランとの重染

色を行った O 観察には目立H-300Sもしくは日本電子200CX透過型電子顕微鏡を使用した。

第 3章結果

象牙質の石灰化は象牙芽細胞の成長と密接に関連している o この点に留意 して， 主

に歯髄中央に分布する動・静脈の記載は簡単に行い，歯髄周辺部特に象牙芽細胞付近

に分布する毛細血管の部位的特徴をこの細胞の成長を指標にして記述することとし，

それにより石灰化と血管との関連を述べることにする。

第 l節動脈(図8)

歯髄詮盈JIAの内径は15"'40μmである O この径からするとこれらは細動脈 (arteri-
01 e s)に分類される。しかし，本論文では歯髄の他の部位に散在する細動脈と区別する

ために，歯髄正中面に並ぶ細動脈を歯髄詮盈廊と呼ぶことにする o また同様に，この

詮盈JIAの両側面に並ぶ細静脈を歯髄詮畳廊と呼ぶ。この詮盈JJA壁はやや厚 い内皮細胞
と基底板より成る内膜， 2"'4層の平滑筋細胞より成る中膜及びその周囲の疎性結合組

織より成る外膜の3層によって構成されている。単層の扇平もしくは立方状をした内皮

細胞の核領域は，管腔側に膨隆し，核は分葉核の形態を示す場合もある O キ友顎域以外

の細胞質は0.5"'1μm程の厚さをもち，所々にひだが見られるが，管腔側に著 しい凹凸

を示すことはない o 細胞質内にはゴルジ複合体，組面小包体， ミトコンドリアなどの

細胞内小器官が見られる O また，数多くの形質膜小胞，被覆小胞，空胞等も含ま れて

いる O 隣接する内皮細胞の接合面は複雑なかみあい (interdigitation)を示すことはあ

まりなく，直線的な境界面を形成し，所々にタイト結合，中間結合，ギャップ結合が

存在する(図9)。中膜は3"'4μm程の厚さがあり，これは2"'4層の平滑筋細胞から成

る。各々の平滑筋細胞は基底板に包まれ，中膜に弾性線維は見られない O

第 2節静脈(図 10)

詮登1IAは歯髄の正中面内に配列する詮盈廊のそれよりやや大きく 80μm程に達する場

合もある o 詮登』底壁は単層の扇平な内皮細胞と連続する基底板及びその周囲の疎性結

合組織から成る O 歯髄中の静脈は平滑筋細胞からなる中膜を欠くのが常である o 内皮

細胞の核は管の内外方向に強く圧平されている O 核領域以外の細胞質は0.3"'0.8μmの

厚さをもっ O 細胞質中には細胞内小器官，小胞等が含まれている。隣接する内皮細胞

聞の接合面は 2つの内皮細胞が管の内外方向に重なり会うことにより形成されている。

この境界の所々にタイト結合と中間結合がみられる(図11) 0 これから後の記述は，

歯髄周辺部の毛細血管に限定して行う。

第 3節 切歯基底部(図 12)

歯髄周辺部の象牙芽細胞は単層に並び，円形ないし楕円形の核はその基底側(歯髄

側)に局在する。粗面小胞体は細胞質中に豊富にみられ，その腔は若干広がり中に中
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等度の電子密度の物質を満たしている。ゴルジ装置は核上部に存在する。ミトコンド

リアは球形あるいは楕円形の形状を示す。エナメル芽細胞側には細胞質の突起を出し，

その突起中には種々の大きさの小胞，被覆小胞さらにNagai(1970)の述べるcytosome

3，に相当するプロコラ -ゲンを入れていると推測 される小胞 (Weinstock& Leblond， 
1974;Leblond & Weinstock，1976)などがみられる(図1:3)。こ れ らの小胞はゴルジ野

で形成され象牙芽細胞の突起より象牙前質中に放出される (Garantet al. ，1968)0 こ

の柱状の象牙芽細胞の高さが30μm程に伸長すると象牙質の石灰化は始まる O この象牙
芽細胞層直下には多くの連続型毛細血管がみられる(図14)。それは連続する 内皮細胞

と基底板からなり，周細胞の突起がしばしば観察される O 内皮細胞は小数の粗面小胞

体及びゴルジ装置そして円形ないし楕円形のミトコンドリアを含むO また核部以外の

内皮細胞は 0.2~0.3μmの厚さである o この内皮に含まれる形質膜小胞の径は 5 0 ~ 100 
nmで，他の部位の連続型毛細血管内皮細胞に含まれる形質膜小胞に比べその数は少な

いo 隣接する内皮細胞問の接合面には，タイト結合と中間結合がみられる(図15)。

第 4節切歯中部(図16) 

象牙質の石灰化が進行すると，歯髄周辺部の毛細血管は象牙芽細胞層中に進入する

ようになる。ここにおいて三層の毛細血管すなわち孟細血笠蓋，直す毛細血笠，孟細

血笠盟が完成する o この部位の象牙芽細胞体は高さが50μmにも達 し，核上部にはよく

発達したゴルジ領域が観察される(図 17)0 粗面小胞体は細胞質全体に豊富にみられ，

その腔はあまり広くない O ミトコンドリアは大部分が長楕円形，まれには樗状を呈す

るものもあり，細胞質中に数多く存在する o また様々な大きさの小胞あるいは空胞も

豊富である。 Takuma& Nagai(1971)はこのような形態を持つ象牙芽細胞をyoung

odontoblastと呼んだ。まさに若々しく活発な細胞活動を行っているような印象を受け

るo 毛細巾管叢(図18)及び直守毛細血管 (図19)とも，ほとんどが連続型毛紺血管であ

るのに対し，最表層の毛細血管網は連続型と 有窓型の両型の毛細血管が混在してい る。

前者は連続する内皮細胞と基底板及び周細胞の一部からなる(図20)0 内皮細胞は厚 く，

その中に 50~100nm径の形質膜小胞を多数含む O また 管腔側に関口する小胞の関 口部に

は隔膜がある(図 21)0 一方，後者は 50~80nm径の窓を持つ内皮細胞とそれを連続し て
取り囲む基底板及び周細胞の一部からなり(図22)，内皮の窓には隔膜が存在する(図

23)。またこの部位にみられる有窓型毛細血管には，細胞質が管腔側に著 しく 突出して

いるものがしばしば観察される(図22，矢印)0そしてこの突出部には50~ 100nm径の

小胞が非常に多く含まれている O さらに切歯中部には 1本の血管の片方に連続型の特
徴を有する内皮と他方に有窓型の特徴を有する内皮を同時に持つ毛細血管がみられる

ことがある(図 24)0 その両者の移行部には 50~ 100nm径の非常に多くの小胞を含む著

しく内皮の肥厚した領域が存在する(図25)0 これは連続型から有窓型へ形態変化を

起こしつつある毛細血管の特徴であろうと推測される o

第 5節 切歯切縁側部(図26)

切歯切縁側部に存在する象牙芽細胞体は， 70 ~ 80μmの高さを有し，これは切歯を通

して最大の値である(図26)0 Takuma & Nagai(1971)はこの丈を持つ象牙芽細胞は
Golgi領域の不明瞭化とか，細胞体の挟小化に伴う細胞間隙の拡大といった変化を起こ

すと報告し，これらをoldodontoblastと呼んだ O ところが，最近の我々の研究では図

26と27に示されるように，この部位の象牙芽細胞のGolgi領域は明瞭に存在しているし，

細胞体の挟小化に伴う細胞間隙の拡大といった事象も起こっていないようである。 こ

の結果の相違に関しては今後の研究を必要とするであろうが，本論文においては，

n
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Takuma & Nagai(1971)の記載に従う こととする o この部位の主細血笠銅は切歯中部の
血管網の位置 との比較からすると，象牙芽細胞のターミナルウェブよりやや基底側に

分布している o ここには有窓型毛細血管が特に多く存在している(図28) 0 連続する

基底板に包 まれた内皮細胞には約80nm径の窓が存在しこの窓には隔膜がみられる。ま
たそれらの窓は象牙質側に向かった側の内皮細胞に関口し，核は歯髄側にあるといっ

た極性を有する血管内皮細胞が多いようである(図29)ot 窓、の形状，分布状態，分布

密度などについては第2編で凍結割断レプリカ法を用いた研究によりさらに詳しく述べ

ることとする。一方，連続型毛細血管は非常に少ないが依然観察される(図30)0 連

続する基底板に囲まれた内皮細胞は切歯中部にみられたものに比べはるか に薄く 0.05
"'0.1μm程しかない。またそれにともない，含まれる形質膜小胞の数は少ない o 以上
のことを模式図として要約したのが図31で，象牙芽細胞の部位における変化と孟血血

宣銅を形成する血管の形態について描いたものである o

第 4章考察

終生成長を続ける認歯類切歯を用いると，一連の細胞の分化及び成長を見ることが

可能である。象牙質の形成に関与している象牙芽細胞が切歯基底部から切縁側部へと

成長していることも観察可能となるであろう O

切歯基底部において，象牙芽細胞が単層に並び，象牙質の初期石灰化が始まる頃に

なると多くの連続型毛細血管がこの細胞層直下に見られるようになる o この毛細血管

の内皮に含まれる形質膜小胞の数は少ないことから，この小胞を通した物質の透過供

給量は多くないことが推測し得る O 切歯中部において，象牙芽細胞の高さが増し象牙

質の石灰化が進行すると毛細血管がこの細胞層中に進入して，象牙芽細胞のターミナ

ルウェブの近くで毛細血管網を形成する O 毛細血管叢と直す毛細血管を作る毛細血管

はどの部位においても大部分が連続型である。これに対し，毛細血管網を形成する毛

細血管は連続型と有窓型の両型が混在している O この血管網に存在する連続型毛細血

管の内皮細胞は肥厚し，その中に含まれる形質膜小胞の数は比較的多い。このことは

この小胞を通した物質の輸送が盛んであることを示唆している o 切歯切縁側において，

毛細巾管網には有窓型毛細血管が特に多く見られるようになり，その窓、は多くが象牙

質の方向に開口している O このような極性を有する血管内皮の形態は，この毛細血管

が象牙質側に多量の物質を供給することに密接に関わっていることの反映ではないか

と思う。

本研究によりラット切歯歯髄周辺部毛細血管は象牙芽細胞の成長及び象牙質の石灰

化にともないその形態を連続型から有窓型へ変化させると推測される。それは切歯中

部の象牙質の石灰化がやや進行し，毛細血管が象牙芽細胞のターミナルウェブの近傍

で網目状分布を呈し始める部位で起こっていると考えられる。これとは逆に， Abeら
(1984)は精巣上体に存在する毛細血管が精巣上体細胞の機能低下にともない有窓型か
ら連続型へと形態変化することを報告した。またOkadaら(1986)は，ウサギの切歯歯髄
血管を用いて，切歯切縁側のshortodontoblast region中に分布する毛細血管は再び
連続型のみになると述べ，機能の変化にともなう毛細血管の形態変化を示唆している。

そこで象牙質の石灰化にともない形態変化を起こす歯髄毛細血管の機能について毛細

血管透過性という点から考えてみる。

1950年代初頭，生理学者Pappenheimerら(1951)によりporetheoryが唱えられ毛細
血管の透過性をこの説により論じようという試みがあった O それによると毛細血管内
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皮には 2種類の親水性の小孔が存在し，小さい孔が9nm以下，大きい孔は50"'70nmであ
るとした O その後電子顕微鏡が生物学分野に登場するに及び形態学的証明がされるも
のと期待されていた。ところがそのような 2種類の小孔を見いだすことはできなかっ
た(Simionescu，N.， 1976)。現在この単純な説では毛細血管の透過性を説明することが
できないことが明らかになってきた(山元，1985)0 以下現在考えられている透過経路
を要約してみる O
1 )細胞膜を直接通る経路
水とか脂溶性の小さな物質は，細胞膜を直接通過することが考えられる (Renkin，
1979)。また水溶性物質でもイオンなどの微小分子は膜タンパクの作る親水性チャンネ
ルを通る経路も考えられる(山元， 1985)。
2 )窓構造を通る経路
有窓型毛細血管が連続型毛細血管に比べ血管透過性が高いことはその形態からも怨
像に難くない (Bloom& Faトlcett，1975;Bundgaard，1980)0 Simionescu，N.ら(1981)，
Simionescu，M.ら(1981)によると，有窓型毛細血管の窓の隔膜は主にヘパリン硫酸から
成り，陽イオン化フェリチンあるいはアルシアンブル ーのような陽イオン性プロープ
に対して特に強い親和性を示し，この部位が内皮細胞中で最も強い陰イオン性部位
(anionic site)であるとした。一方， トレ ーサーを用いた研究によると HRP(4.5nm径)
は有窓型毛細血管における非常に高い透過性を示すが，フェリチン(11nm径)はそれに
比べるとやや低い (Clementi& Palade，1969)。この結果に注目したBearer& Orci 
(1985)は窓の隔膜には透過間隙をもっ構造があり，その大きさは4.5から 11nmの間にあ
ると考えた o 事実急速凍結デイープエッチ法を用いて彼らが見つけた窓の隔膜のスリ
ットの大きさは平均5.46nmであった。我々も小腸上皮直下の有窓型毛細血管の窓に同
様のメッシュ構造を見出している(図45) 0 このように内皮の窓は透過物質の大きさ
と荷電性による選択を行っていることが示唆さ れる。
3 )形質膜小胞による経路
非常に多くの形質膜小胞を含む内皮細胞は高度に分化した細胞である。他の多くの
型の細胞において形質膜小胞あるいはmicropinocytoticvesicleは，それ自身あるい
はより大きな構造物 (pinocytoticvacuole， phagosome)のパートナ ーとして endo-
cytosisにあずかる O この小胞はその後二次ライソゾ-ムに組み込まれ， 最終的に細胞
に利用できるものとそうでないものに分けられ，後者はexocytosisによって排出され
る(Palade，1979)。ところが内皮細胞ではこの過程はかなりモディフアイされていて，
ライソゾームに組み込まれるのは少なく，大多数は形質膜小胞が血液面と組織面とを
往復して物質の輸送に関与している (Palade，1961;Palade& Bruns，1968;Bruns & 
Palade，1968a，b)0一般に多くの血奨タンパクを含む陰イオン性物質の血管内皮細胞を
通した輸送は形質膜小胞により行われていると考えられている (Simionescu，N.，1983)。
また形質膜小胞は内皮を貫くチャンネル (transendothelialchannel)の形成にも大き
く関与している (Simionescu，N.et al.，1975)。
4 )内皮細胞を貫くチャンネルによる経路
上述の形質膜小胞による輸送過程には25"'30秒ほどかかる (Simionescu，N.，1976)0 
したがってもっとすみやかに透過する水溶性分子の場合を説明することが困難であり，
毛細血管の内外を直接つなぐ経路の存在を予想する必要が生じる。事実Simionescu，
N.ら(1975)はトレーサーを用いてその存在を確認した。さらにタンニン酸ラベリング
法(Wagner，1976;Bundgaardet at. ，1979)，超薄連続切片法 (Bundgaardet al. ，1983; 
Frokjaer-Jensen，1984;Noguchi et al. ，1987)によると形質膜小胞のほとんどは融合し
て，葡萄の房様をしており，内皮細胞内外を直接貫くチャンネルを形成していること
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もある。 またしまへびを用いたKobayashi(1970)の報告によると，毛細血管内皮細胞の
ほとんどの形質膜小胞は2個以上がつながり，内皮を貫くチャンネルを形成していると
いう O このチャンネルの膜は形質膜小胞の膜と 同様，陰イオ ン性プロ ープに対する親
和性を有するので(Ghinea& Simionescu，1985)，負に帯電 した物質の輸送に関与して
いることが想像される。
5 )被覆小胞
分子量18万のクラスリンと呼ばれる単一のタンパクより成る被覆小胞が血管内皮細
胞中にみられる。通常その数は形質膜小胞の数に比して著 しく少ないが，hepatic 
sinusoidの内皮細胞中においては例外であり全小胞の大部分を占めている (Wisse，
1969)0以前，被覆小胞によるタンパク輸送が考えられていたが(Stehbens，1965)，正
確にはその機能はよくわからなかった O ところが，最近低密度リボタンパク (LDL)ある
いはトランスフェリンに対するレセプターの存在がこの被覆小胞に証明されるに及び
(Bretscher，1986;Brown & Goldstein，1986;Sanan et al. ，1987)，被覆小胞によるレセ
プターを介した特定物質の選択的吸収が強く示唆されてきている。
6 )内皮細胞間接合部
内皮細胞間接合部における物質透過性の有無については論争が止まず，未だ定説を
得るに至っていない O このことについては第2編で詳しく述べる O
7 )不連続型毛細血管の内皮細胞間隙を通る経路
内皮細胞に大きな間隙が存在するから(図46)，この部分を通る経路は容易に理解
できる(山元，1985)0
上記のことから，象牙質の石灰化に必要なカルシウムイオンを大量に供給できる構
造は内皮細胞の窓であり，そのためには有窓型毛細血管に形態変化することが必須の
ことであると想像される。一方， リン酸イオンは形質膜小胞を介した経路，あるいは
もし存在するなら内皮細胞を貫くチャンネルを通した経路により歯髄中へ供給されて
いると推測することはあながち暴論とは言えまい o
有窓型毛細血管の内皮細胞に存在する窓の形成過程について， Paladeら(1979)は連
続する内皮細胞中に含まれる 1個の形質膜小胞の形質膜が，薄くなった内皮細胞と融
合し 2枚の融合膜のうちいずれか片方が消失することにより完成すると 考えたo とこ
ろがその後の彼らの研究によると，内皮細胞の形質膜小胞と有窓、型毛細血管の窓の性
質が非常に異なっていることを報告し，この形質膜小胞が単純に窓を形成するとい う
考えに疑問を投じている (Simionescu，M.et al. ，1981)。毛細血管が連続型から有窓型
ヘ，あるいはその逆ヘ形態変化することは事実のようであるが，その正確な過程は依
然不明である。 Wolff& Merker(1966)は内皮細胞の肥厚領域による窓の形成に着目 し
ている。同様に著者は切歯中部の連続型毛細血管と有窓生!毛細血管が混在する部位，
換言すると有窓型毛細血管への形態変化が起こっていると思われる部位の内皮細胞に
非常に多くの小胞を持つ著しく肥厚した領域があることを観察した o このことは有窓
型毛細血管の窓の形成にこの著しく肥厚した領域が何らかの重要な役割を演じている
ことを示唆しているのかも知れない o
最後に歯髄詮盈』医及び詮重盗について考察する O ラット切歯歯髄詮動脈の内径は最
大のものでも40μm程度であるので，この径からすると，これらは細動脈(arterioles)
の範ちゅうに入るであろう (Simionescu，N.& Simionescu，M. ，1983; Fawcett，D.W.， 
1986)。しかし，歯髄正中面に並ぶ10本程の細動脈は微細構造の点、で他の細動脈と 異な
るところがあり，また位置的な点も考慮して，本論文では歯髄詮盈監と呼ぶことにし
た。この詮致腿の径に相当する他の組織に見られる細動脈の中膜は通常 1層，多くと
も2層の平滑筋細胞から成っている (Simionescu，N.& Simionescu，M.，1983; Fawcett， 
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D.W.，1986)。またRhodin(1967)は骨格筋組織中の内径50μm以下の細動脈を特に終末細

動脈 (terminalarterioles)と呼び，その中膜は0.5"'1μmの厚さをもち，ただl層の平

滑筋細胞から成ると報告している O これに対し，ラット切歯歯髄詮致廊の中膜は2"'4
層の平滑筋細胞から成り，その厚 さも 3"'4μmとかなりよく発達している。歯髄は体中

でも最も内圧の高い部位のひとつであり，また，ここを流れる血液は特に速いという

(Bhaskar，1982)。歯髄詮盈郎の中膜の発達は，これらの圧力に対する血管壁の抵抗性

を示す構造であるのかもしれない。

一方，詮勤』医の両側面にそれぞれ10本程度並ぶ細静脈を歯髄詮詮駆と呼び他の細静

脈と区別した o 詮登JIの内径は80μm程に達しているにもかかわらず，中膜に相当する
平滑筋細胞を全く欠いている O 単層の扇平な内皮細胞と基底板とから成るこの幹静脈

は，構造的には毛細血管と変わらない O このような形態の細静脈は周細胞性細静脈

(pericytic venules)と呼ばれるが，その内径は通常50μm以下である (Simionescu，N.

& Simionescu，M.，1983)。通常これより大きい径の細静脈は，中膜に平滑筋細胞層を持
ち筋性細静脈 (muscularvenules)と呼ばれる o 但し，胎盤の母体側の静脈，骨の海綿

質あるいは網膜などに存在する静脈においては例外であり，その壁に平滑筋細胞組織

を欠いている (Clemente，1985)。

第 5章小括

歯髄中の血管の構造を超薄切片法により TEMを用いて観察した O

歯髄詮盈監は15"'40μmの内径を持ち，その壁は典型的な3層構造を示す。即ち単層

の扇平もしくは立方状をした内皮細胞と基底板より成る内膜， 2"'4層の平滑筋細胞よ

り成る中膜、その周囲の疎性結合組織より成る外膜の3層である o このうち中膜は3'"
4μmの厚さがあり，この径の動脈としてはかなり厚い。一方，歯髄詮並』抵は詮盈]Aの

それよりやや大きく 80μm程に達するものもある o その壁は単層扇平の内皮細胞と連続

する基底板及びその周囲の疎性結合組織から成る O 歯髄中の静脈は平滑筋細胞層即ち

中膜を欠くのが常である。

切歯基底部の毛細血管は象牙芽細胞直下に多数存在し，ここには連続型のみ見られ

るO 切歯中部において毛細血管は象牙芽細胞層中に進入し，ターミナルウェブの近く

で毛細巾管網を形成する。ここには連続型と有窓型の両型の毛細血管が混在する o 切

歯切縁側の呈組巾管網中では大部分が有窓型毛細血管であり，連続型はまれである。

一方，毛細血管叢及び直す毛細巾管とも，ほとんどが連続型毛細血管である。

毛細巾管網の毛細血管は連続型から有窓型ヘ変化を起こすと推測される O それは切

歯中部のあたり即ちyoungodontoblastの部位であろうと考えられる O その際，内皮細

胞には50'"100nm径の非常に多くの小胞を含む著しく管腔側に突出した領域が見られる。
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第2編 凍結割断レ プリカ法によるTEM観察

第 1章 はじめに

硬組織に周囲を包まれ，保護されている構造上の点において歯髄は脳に似ているo

事実，かなり太い静脈でさえその中膜の発達が悪いことなどは類似性があ ると いえる O

ところが毛細血管の形態に関してはかなり違ってくる O 血液脳関門で示さ れるように，

脳では毛細血管はすべて連続型で，さらに内皮細胞問の接合部は閉鎖され，物質の透

過性は非常に低いといわれている (Dobbing，1961;Reese& Karnovsky，1967; Tani et 

al， 1977; Shivers， 1979)。これに対し第1編で述べたように，ラット切歯歯髄中には，

その微小領域に有窓型と連続型の両型の毛細血管がそれぞれ局在している O この こと

は硬組織特に象牙質形成という歯髄の機能に対して，歯髄中の血管が応えた結果だと

考えられよう。はたして，この血管の透過性に関わる構造はどの様に形成されている

のだろうか。第2編では，この疑問を明らかにするため，凍結割断レプリカ法により解

明を試みた。

凍結割断レプリカ法は1950年代後半Steere(1957)により開発され，その後Branton

(1967;Branton & Southworth，1967)によりこの方法は，膜の内部すなわち疎水性部分

が露出していることが示された O この方法の利点の一つは広い範囲で膜の， 正確には

膜内部の正面観 (enfac ~ view)を得ることができることである。これに対し，超薄切

片法は構造の立体的解明にはやや不向きな方法である O 例えば歯髄血管に関して以下

の事柄を超薄切片法により明白にするには非常な困難をともなうであろう O すなわち

隣接する血管内皮細胞聞には透過物質のための間隙が存在するのかしないのか。また，

有窓型毛細血管の窓の形状，分布密度，分布状態は組織差を示すのかどうか，とい っ

た点である o ところで，凍結割断レプリカ法は現在のところこのような問題に対する

最もよい解決法であると考えるので，歯髄の血管について得られた結果を論述するo

第 2章 材料と方法
4 
~ 

第1編で記述した方法により，硬組織部分を除去した歯髄標本を作製した o 0.1 Mカコ

ジル酸緩衝液で数回洗浄後， phosphate buffered salineを溶媒にした30%グリセリン

中に2時間から一晩，氷水温下で浸潰した。凍結は真空ポンプで急速に減圧しスラッシ

ュ状を呈した液化窒素中に，試料台ごと試料をすばやく投入して行った O エイコ 一社

製FD-3型凍結割断装置を用いて高真空，低温下 (3x10-7Torr以下，一130OC)で凍結割断後，

白金で回転蒸着し炭素を上方から蒸着してレプリカを得た o 家庭用ハイタ ー (花王石

鹸株式会社)に 1時間半浸潰して軟組織を溶解し，蒸留水で4回洗浄後300メッシュに

すくい取った。切歯歯髄の有窓型毛細血管の窓の径，大きさ，分布状態，分布密度を

他の組織のそれと比較するためラット小腸を用いた。同様にして凍結割断後-90OCで

20分間エッチングしてレプリカを得た。エッチング操作は加わっているが，窓の状態

を比較する上で問題はないと思う o 日本電子200CXもしくは目立H-300S透過型電子顕微

鏡を用いて観察した。レプリカを撮影したネガフィルムは l回反転した後印画紙に焼き

付けた。このため蒸着量の多い部分は白く，少ない部分は黒く見える o
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第 3章結果

本研究には切歯全長中央部の切縁に近い部を材料に用いた O この部位には象牙芽細

胞層の中に有窓型毛細血管が，またこの細胞層直下には連続型毛細血管が存在すると

いったように 2種類の毛細血管が近接した範囲内に存在する O これは凍結割断法のよ

うな偶然性にたよる技術を用いる場合， 目標とする血管の観察頻度が多くなるという

利点、を持っている。

第 1節動脈(図32.-..-35) 
凍結害j断法レプリカ法を用いると，内皮細胞間のタイト結合は P面上の線条隆起と こ

れに対応した E面上のくぼみとして確認できる。詮盈Aのタイト結合は P面上におい
て，少ない場所で2条，多い場所で5.-..-6条の膜内粒子を持った線条隆起から成る。これ

はギャップ結合の介在によって，とぎれることなく内皮細胞聞を取り巻いている(図

32)。またE面上のタイト結合のストランドのくぼみの中にも多数の膜内粒子を残し
ていることも特徴のひとつである(図33)。図34は10μm径の細動脈である。歯髄中央
部の詮盈JAと歯髄周辺部の毛細血管を連絡する動脈である。この血管の内皮細胞問結
合部が図35に示されている o それは， 7.-..-10条のストランドからなるタイト結合によっ
てのみ形成されていおり，ギャップ結合は見られない O

第 2節静脈(図36.-..-38)

図36は詮詮1l!K内皮細胞間接着部位の E面像である。 2.-..-4条のカミソリの刃で切れ込
みを入れたような鋭い線条のくぼみが見られる o これはSimionescu，M.ら(1975)が記述
した線条ひだ (discontinuouslow-profile ridges and grooves)に相当するものと考
えられる。この E面上のひだの中には膜内粒子がほとんど見られないのを特徴として

いる o

次に歯髄周辺部の毛細血管と歯髄中央部の詮登監を連絡する血管である小さい径の

細静脈について述べる(図37)0 内皮細胞聞の接着部位には p面上の隆起あるいはE
面上の溝として認められる 1.-..-2条のタイト結合が見られる(図38)。またこの細静脈
の内皮細胞間接合部位には， 1.-..-2条の線条ひだがP面上では畝状隆起として E面上
では溝状として存在している(図38，小さい矢印)。図38に見られるように E面上の
タイト結合のストランドの溝の中に多数の膜内粒子を残すのもこの切歯歯髄周辺部に

存在する細静脈の特徴である(図38，大きい矢印) 0 

第 3節 有窓型毛細血管(図39.-..-41)
切歯中部より切縁側にかけて，象牙前質近傍の象牙芽細胞層中に毛細血管網が存在す

るo ここに見られる毛細血管は象牙質が切縁側へ成長するに従い，連続型から次第に

有窓型へと形態変化する O 内皮細胞の窓は象牙質側に向かつて分布する傾向が特に強

く，その径は50.-..-60nmとほぼ均ーである o その形は正円に近く p面でのくぼみある

いはE面での突出として認められる(図39)。その中心部には超薄切片法での隔膜に見
られる結節と同等構造物と考えられる肥厚部分が見られる場合もあるo 形質膜小胞の

関口部に比べると，窓、の径は大きくまたその底面は浅いので，両者の識別は容易であ

る。窓は30.-..-40個がひとつの集団として有窓野 (fenestratedarea)を形成するが，こ
れらの窓の配列については，この有窓野の中で一定の規則的分布を見いだし得なかっ

た。また有窓野相互間には窓を持たない内皮部分(nonfenestratedarea)が介在しそれ
らを互いに隔てている(図40)。なお窓、状構造のなかには底面が極端に浅く膜内粒子を
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認め難いものがある(図 41，矢印) 0 これらは 内皮細胞に黒い円形の縁どりが見られる

ことにより，ようやくその存在が認められる。その形は正円をして，径は約60nmであ

るO これらの構造物は窓の形成過程中にあるものではないかと思われる。

第 4節 連続型毛細血管(図42，43)

象牙芽細胞層直下あるいはそれより内側の歯髄中に存在する毛細血管は連続型であ

る(図42)。内皮細胞間接合部の正面観を広い範囲で観察するには， 凍結割断法が有用

である。ここには P面上の線条隆起と E面上の溝から成る内皮細胞聞のタイト結合が

認められる(図43)。このタイト結合のストランドにはP面上の線条隆起の上ばか り

でなく E面上の溝の中にも多数の膜内粒子を残している。 また，ほぼ平行に走る 2'"

3条のストランドは，ところどころで分断し結果として幅10nm程の不連続部分よ り成る

間隙を作っている(図43，矢印) 0 この結合は内皮細胞問を完全にシ ールしてい るわけ

ではないので，密着帯 (zonulaoccludens)というよりは，不連続密着帯 (discontinu-

ous zonula occludens)と呼ぶのが適切であるように思われる。

第 4章考察

凍結割断レプリカ法による動脈及び静脈の内皮細胞間接着装置の研究には， ラット

の弾性及び筋性動脈，そして中径及び大径静脈を用いたSimionescu，M.ら(1976)の報告，

また培養した牛大動脈及び静脈内皮細胞を用いたLarson& Sheridan(1982)の報告など
がある O さらに，ラットの網 (omentum)及び腸間膜 (mesentery)に存在する細動脈と細

静脈(Simionescu，M.，1975)，あるいはネコ及びヒト歯髄の細動脈と細静脈 (Ekblom& 

Hansson，1984)に関する報告もある。ラット切歯歯髄中に存在する詮盈廊及び詮盤廊は

その管径からするとそれぞれ細動脈及び細静脈に相 当するので，以下これらの血管を

Simionescu，M.ら(1975)及びEkblom& Hansson(1984)の報告 と比較して考察する。ラ ッ

トの網及び腸間膜の細動脈内皮細胞間接着装置はタイト結合とギャップ結合から成っ

ていると報告されているのに対し，ネコ及びヒト歯髄のそれは2'"5条のタイト結合だ
けから成り，ギャップ結合は全く見られなかったと報告されている。 ラット切歯歯髄

の詮監廊の場合，内皮細胞間接着装置はタイト結合ばかりでなくギャップ結合も豊富

に存在するという結果を得た。ところが， 1 0μm径の細動脈の場合，内皮細胞間接着装

置は7""'10条のストランドからなるタイト結合によってのみ形成されており，ギャッ プ
結合は見られなかった O ところで，Claude& Goodenough(1973)はタイト結合のスト ラ
ンドの数と上皮細胞問の密着性の関係を調べて報告している。彼らの結果を歯髄詮勤

監と小さい径の細動脈にあてはめるならば，前者はタイト(tight)であり，後者は非

常にタイト (verytight)ということになる。

一方，ラット網及び腸間膜の細静脈の内皮細胞間接着装置は線条ひだ (dis-

continuous low-profile ridges and grooves)だけから成ると報告され，ネコ及び ヒ

ト歯髄の細静脈のそれも同様の報告がなされている。著者の用いたラット切歯歯髄詮

詮監の場合，全く同じ様な結果を得た o ところが，小さい径の細静脈の場合，それは

タイト結合と線条ひだの両構造により形成されていた。主主登』屋内皮細胞間接着装置が

線条ひだのみによって形成されていること，そして連続型毛細血管内皮細胞間接着装

置がタイト結合のみによって形成されていることからして，この小さい径の細静脈の

結合はこれらの中間形態を示すものであると理解される o

凍結割断レプリカ法を用いた，有窓型毛細血管に関する報告は多くの研究者により
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行われている (Maul，1971;Simionescu，M. et al.，1974;Koling & Rask-Andersen，1983 
;Ekblom & Hansson，1984;Bearer & Orci，1985;Lombardi et al. ，1986)。図44はラット
小腸上皮直下の有窓型毛細血管を凍結割断後， エッチン グ して得たレプリカ像である。
方法は切歯歯髄の場合とやや異なるが，窓の径，分布状態，分布密度などを比較検討
する上での問題はないと考える O 窓の形あるいはその径に関 しては歯髄中にみられる
それと大差ないが，その分布状態に著しい違いが認められる。内皮の隣接する窓の中
心問距離を計測したところ，平均して歯髄有窓型毛細血管で170nm，小腸のそれで120
nmであった。一般に有窓型毛細血管の窓の中心間距離は1:30nmと考えられているから
(Fawcett，1986)，歯髄の有窓型毛細血管の窓の密集度はかなり低いわけであ るo さら
に窓のない内皮部分である細胞質稜 (cytoplasmiccrest)は小腸で狭いが歯髄では非常
に広い。これらのことから歯髄有窓型毛細血管の体液透過量は小腸のそれに比べてか
なり少ないのではないかと推測し得る。
次に，連続型毛細血管の隣接する内皮細胞相互の間隙に見られる接着装置 について
述べることにする o 分子量およそ4万，径約3nmのhorse-radishperoxidase (HRP)を用
いたKarnovsky(1967)のトレーサ一実験によると，筋組織中の連続型毛細血管の場合，
内皮細胞聞をHRPが通過することから，彼はそこに幅 4nm程度の間隙が存在すると 考え
たO そして，内皮細胞間の結合は密着帯 (zonulaeoccludentes)ではなく密着斑
(maculae occludentes)であると論じたo また，肺の連続型毛細血管を用いたトレ ーサ
一実験でも同様の結果を得たとの報告がある (Schneeberger-Keeley& Karnovsky， 
1968)。実験材料として前者はラットを後者はマウスを用いている O マウスでは問題な
いとされるが，ラットの場合HRP投与はヒスタミン及びセロトニン放出による，内皮細
胞間接合部の関大化に伴う透過性元進を引き起こすことが知られている (Cotran& 
Karnovsky， 1967; Hel tianu et al.， 1982)。そのためKarnovskyはHRP投与に先立ちヒス
タミン及びセロトニンに対する括抗剤を用いており，また超微形態的にも HRPによ る影
響は見られなかったと述べている。一方， Paladeらのグル ープによると，血管内皮の
細胞間接合部のほとんどは形態的にタイト (tight)な状態であり，機能的に11nmの大 き
さのフェリチンから3nmのミオグロビンあるいは2nmのヘムペプチドに対して透過性を
示さなかったと報告している (Bruns& Palade，1968;Clementi & Palade，1969; 
Simionescu，N. et al.， 1975;Simionescu，N.， 1976;Palade et al.， 1979;Simionescu，N 
.，1983)。このように物質の毛細血管内皮細胞間接合部における透過性の有無に関して
はいまだ定説を得るに至っていない。
凍結割断法の利点、は膜内部の広い正面観を得られることである O この方法を用いる
と，広い範囲に隣接する内皮細胞間の接合部位を観察できる o 歯髄の連続型毛細血管
の場合，幅10nm程度の間隙が接着装置のストランド中に点在していた。このタイト結
合は不連続型密着帯 (discontinuouszonula occludens)と呼ぶにふさわしいo 実際に
はこの方法で、内皮細胞間の接合面における細胞膜の真の表面での微細構造に関して，
直接情報を得ることはできないが，著者はここに述べた間隙の存在がこの部位で小物
質が出入りしていることを，形態的に反映しているものだと考えている O
管径10μm程の細静脈の内皮細胞間接着装置はタイト結合と線条ひだとから成ってい
た。毛細血管内皮細胞間接着装置がタイト結合だけから成っていること，そして幹静
脈のそれが線条ひだだけから成っていることからすると，この小さい径の細静脈は毛
細血管と幹静脈の中間的形態を示す構造であると考えられる。
タイト結合のストランドに関して Simionescu，M.ら(1985)は細動脈と毛細血管は E面
上の溝の中に多数の膜内粒子を残すと報告している。ラッ ト切歯歯髄血管の場合，詮
致監及び毛細血管ばかりでなく，細静脈内皮細胞間接合部においても E面上のストラ
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ンドの溝の中に多数の膜内粒子を残すという結果を得た O このようなことは，他の上

皮に見 られるタイト結合では滅多に起こらない ことである o {(そのようなまれな例は

マウス近位尿細管で報告されている (Claude& Goodenough，1973)} 0 絶えず流れ続け

る血液に対し，細胞膜外葉を安定化させるための内皮細胞の適応性を示すものだと彼

らは述べている。

生涯成長を持続するラット切歯の歯髄に存在する毛細血管は，連続型から有窓型へ

と形態変化する O なかんずく，切歯の中部は変化中の血管が多くみられるため，窓の

形成過程を研究するのに好都合の材料であり，部位でもある o この毛細血管内皮細胞

に，底面のかなり浅い円形の輪郭を持った構造が認められた O その形状及び径が通常

の窓構造と一致すること，さらにこの部位で窓形成が盛んに進行してい ることなどか

ら，それらは窓形成過程の一段階を示す構造ではないかと思われる o Lombardiら
(1986)は単離クローン化した牛副腎皮質中の血管内皮細胞を用いて， phorbol 

myristate acetateによりその窓の形成を増加方向へ刺激を行い， この内皮細胞の凍結

割断エッチングレプリカを得た O その結果，同様の円形の輪郭を持った浅いくぼみ構

造が出現すると報告し，彼らもこの構造が窓形成過程の一段階を示すものだと考察し

ている。

第 5章小括

歯髄中の血管標本を凍結割断レプリカ法により作製しTEMを用いて観察した O

歯髄詮盈』医の内皮細胞間の結合は，少ないところで2条多いところで5"'6条のストラ

ンドから成るタイト結合とその問に介在するギャップ結合により形成されており， と

ぎれることなく内皮細胞聞を取り巻いている。管径10μmの細動脈の場合，内皮細胞問

結合部は7"'10条のタイト結合からなり，そこにギャップ結合は見られない O 歯髄;詮益

lIAの内皮細胞問の結合は， 2"'4条の線条ひだにより形成されている。小さい径の細静

脈の内皮細胞聞は1"'2条のストランドからなるタイト結合と線条ひだにより形成され
ている。

有窓、型毛細血管の窓は円形で，その径は50"'60nmである O 窓は30"'40個がひとつの

集団として有窓野を形成する o 有窓野相互間には幅広い無窓野が介在し，互いに隔て

られている。小腸に見られる有窓型毛細血管と比べると，その窓の径及び形において

違いはないが，窓、の分布密度においてはかなり異なり，歯髄中の毛細血管の窓の密度

はかなり低い。連続型毛細血管の隣接する内皮細胞聞のタイト結合は， 2"'3条のスト

ランドから成るが，所々に，幅10nm程の間隙が存在しているので不連続密着帯 と呼ぶ

にふさわしい。

全編総括

生涯成長を持続するラット切歯の歯髄中に存在する血管を超薄切片法と凍結割断レ

プリカ法により TEMを用いて観察した。

歯髄中にみられる詮勤廊を超薄切片法で観察すると，核領域が管腔側に膨隆した形

態を持つ単層扇平もしくは立方状の内皮細胞と基底板から成る内膜， 2"'4層の平滑筋
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層か ら成る 3"'4μm厚 とよく発達 した中膜，さら にその周囲の疎性結合組織から成る外

膜の三層構造 により形成されている。内皮細胞間のタイト結合の状態は凍結汚lJ断法に

より観察 される。それによると歯髄詮盈廊の場合 p面上の隆起あるいは E面仁の潜
として認められるタイト結合のストランドは，少ない部分で2条多 い部分で5"'6条から

なり，ストランドの作る網目の中には，いたるところでギャッ プ結合が見られる。こ

のタイト結合とギャップ結合からなる接着装置は，内皮細胞聞を途切れることなく取

り巻いている o ところが，小さい径の細動脈では，その内皮細胞問結合部にギャップ

結合は見られずタイト結合のみが観察される O

切歯中部において，象牙芽細胞がyoungodontoblast(Takuma & Nagai，1971)と呼ば

れる単層長円柱様形態に成長すると，毛細血管はこの細胞層中に進入し， 象牙前質の

直下で網目状の分布をする O ここにおいて毛細血管叢 (Adams，1959の記述するsub-
odontoblasticplexusに相当する)，直す毛細巾管，孟選1血笠盟(Adams，1959のpre-
dentinal plexusあるいはBernick，1962のterminalvascular capillary plexusに相当

する)により作られる象牙芽細胞層を入れる立体的な寵が完成する。超薄切片法によ

ると，これらのうち毛細耐管叢と直す毛細血管のものは，ほとんどが連続型である O

一方，毛細血管網には連続型と有窓型の両型の毛細血管が混在して見られる o 切歯中

部におけるこの混在状態は，切縁側のoldodontoblast(Takuma& Nagai，1971)居中 の孟
細血管網では，大多数の毛細血管が有窓、型を示す状態に変化する。このことは切歯中

部で毛細血管が連続型から有窓型へと，形態変化を起こしていることを強く 示唆する

ものである。凍結割断レプリカ法を用いて観察すると，連続型毛細血管の内皮細胞問

のタイト結合が幅広く見られる。このタイト結合は P面上での隆起あるいは E面上で

の溝として認められる， 2"'3条の平行に走るストランドにより作られている O ところ
が，所々に幅10nm程度の不連続部分より成る間隙が存在しているので，このタイト 結
合は不連続密着帯(discontinuouszonula occludens)と呼ぶにふさわしい。こ の間隙

部分を通した小物質の透過性がその構造から十分想像される o 一方， 有窓型毛細血管

の窓は象牙質側を向く傾向が強く，透過物質のこの方向への流れを導 く構造であると

解される。また窓の径は50"'60nm，その形は正円に近く，他の組織に見られる窓と比

較して大きな違いは認められなかった。ところがその分布状態において，少なか らず

様相を異にしている。歯髄の有窓型毛細血管の窓は30"'40個がひとつの有窓野を形成

しているが，この有窓野相互間にはかなり広い無窓野が介在し，結果として窓の分布

密度はかなり低いようである O この切歯中部に存在する有窓型毛細血管には超薄切片

法，凍結割断レプリカ法ともに窓形成過程中にあるものと思われる構造が観察された。

超薄切片法で見る歯髄中の静脈は，単層の扇平な内皮細胞と基底板のみから成り，

構造としては毛細血管様ではあるが，その管径が大きいことから容易に区別できる。

凍結割断レプリカ法で観察すると，小さい径の細静脈の内皮細胞問の結合は， 1"'2条

のストランドからなるタイト結合と， 1"'2条の線条ひだ (Simionescu，M.ら，1975の述べ
る， discontinuous low-profile ridges and groovesに相当する)から形成されてい

るo またこの血管の内皮細胞のタイト結合では E面上のストランドの溝の中に多数
の膜内粒子を残すという結果も得られた。一方，詮登』抵の内皮細胞問の接合部は2"'4
条程の線条ひだのみにより形成されている O
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結語

ラット下顎切歯歯髄中に存在する血管を超薄切片法及び凍結割断レプリカ法により

TEMを用いて観察し，以下のような結果を得た O

I超薄切片法によるTEM観察
1 ) 動脈は核領域が管腔側に膨隆した形態を持つ単層の内皮細胞，連続する基底板，

2""'4層の平滑筋細胞層及びその周囲に存在する疎性結合組織から成る o

2 ) 歯髄中に存在する大多数の静脈は扇平な内皮細胞と基底板からなり， 平滑筋細胞

層を欠くことが常である。

3) 切歯基底部には連続型毛細血管のみ見られる O また中部から切縁側に存在する 孟

細而管叢と直守毛細血管に見られるものもほとんどが連続型を示す。

4 ) 切歯中部において毛細血管は象牙芽細胞層中に進入し，毛細耐管網を形成する O
この血管網には連続型と有窓型の両型の毛細血管が混在する O

5) 切歯切縁側部の毛細血管網では大部分が有窓型毛細血管であり，連続型毛細血管
はまれである O

6 ) これらのことから歯髄周辺部毛細血管は象牙質の石灰化にともない連続型から有

窓型ヘ形態変化を起こすと考えられる。

II凍結割断レプリカ法によるTEM観察
1 ) 詮盈監の内皮細胞問の結合は，少ないところで2条多いところで5""'6条のストラン

ドからなるタイト結合とそのあいだに介在するギャップ結合により形成されており，

とぎれることなく内皮細胞間を取り巻いている O 一方，小さい径の細動脈の結合は7'""

10条のストランドからなるタイト結合のみによって形成されている。

2 ) 詮琵廊の内皮細胞聞には， 2'"" 4条程の線条ひだのみが見られる O 一方，小さい径

の細静脈の内皮細胞聞は 1'"'"'2条のストランドからなるタイト結合と線条ひだにより形

成されている o

3 ) 有窓型毛細血管の窓は円形で，その径は 50'"'"'60nmである o 窓、は 30'"'"'40個がひとつ

の集団として有窓野を形成する o 有窓野相互間には幅広い無窓野が介在し， 互 いに隔

てられている o

4 ) 連続型毛細血管の隣接する内皮細胞間のタイト結合は， 2'"'"' 3条のストランドから

なるが，所々に幅10nm程度の間隙が存在しているので不連続密着帯 (discontinuous

zonula occludens)と呼ぶにふさわしい。
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図2 切歯横断切片， H. E.染色 60x 

図3 切歯横断切片， H. E.染色.エナメル質と象牙質は除去されている.

OD: 象牙芽細胞 A: 詮勤監 V: 詮詮~. 320 x 
図4""7は合成樹脂血管鋳型をSEMで観察したものである.

図4 表面の血管を一部取り除いている.正中面を唇側に向かつて斜走する細動脈は

分岐して(矢印)笠J1[致監となり，歯髄表面を側方に向かつて広がる 130x 



図5 歯髄表面の血管を正中断方向から見ている.上部に孟血i血笠組 (CN)と直守毛細
血笠(矢頭)がみられ， その内部に量五回血管叢(CP)がある.細静脈(V)は細動脈
に(A )比べて，緩やかな角度で走向している 250x 

図6 毛細血管網を唇側方向からみた像 430x 
図7 毛細巾管網を側方からみた像 130x 



図8'"30は超薄切片のTEM像である.

図8 歯髄中央の詮重出Js. 内皮細胞の核領域は管腔側に突出する. 2"'4層の平滑筋細
胞層がこれを包む. E:内皮細胞 S:平滑筋細胞 13，000x

図9 軽致監内皮細胞間接合部. タイト結合(大きい矢印)と中間結合(小さい矢印)
が見られる 90，000x



図10歯髄中央の詮詮腿. これは扇平な内皮細胞と基底板だけから成る.構造としては

毛細血管様であるが，管径がそれに比べると非常に大きいことから区別できる.
E:内皮細胞 17，000x 

図11重油廊内皮細胞間接合部 タイト結合(大きい矢印)と中間結合(小さい矢印)
とから成る 111，000x



図12切歯基底部.象牙芽細胞 (OD)が単層に並び， この後石灰化が開始するとこの層直

下に連続型毛細血管が多数見られるようになる. AM:エナメル芽細胞1.800 x 
図13象牙芽細胞の細胞質突起.様々の大きさの小胞は象牙芽細胞の細胞質中で作られ，

この突起から象牙前質中に放出される. 矢印はプロコラーゲンを入れている小胞
を示す 60，000x
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図14象牙芽細胞直下の連続型毛細血管 20，OOOx
図15連続型毛細血管の内皮細胞間接合部. タイト結合(大きい矢印)と中間結合(小
さい矢印)とから成る 111，OOOx
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図16切歯中部.毛細血管は切歯中部において象牙芽細胞層中に進入し，毛細血管網
(大きい矢印)を形成する.象牙芽細胞層直下に毛細血管叢がみられる(小さい

矢印)象牙質は剥がれている 2，400x
図17象牙芽細胞の核上部細胞質を示す 18，000



図18象牙芽細胞層直下の孟血血笠叢を作る連続型毛細血管 18，OOOx
図印象牙芽細胞層に入る直立垂主且血笠. OD:象牙芽細胞， R:赤血球 8，400X



図20切歯中部の毛細巾管網を作る連続型毛細血管 26，000x
図21連続型毛細血管内皮の強拡大像.管腔側(L)に関口する形質膜小胞の関口部には
隔膜(矢印)がみられる 150，000x



図22切歯中部の重細血管網を作る有窓型毛細血管. この部位の有窓型毛細血管には内
皮の一部が管腔側に著しく突出した形態(矢印)を示すものをよく見かける.
16，OOOx 

図23有窓型毛細血管内皮の強鉱大像.内皮の窓は単層の隔膜(矢印)により閉じられ
ている 90，OOOx
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図24切歯中部の重遡血管網 に見られる珍しい型の毛細血管. 内皮の左側は連続型毛細
血管の特徴を示すのに対して右側は有窓型毛細血管の特徴を示す その移行部に

は著しく突出した内皮の形態を示す.連続型から有窓型ヘ形態変化を起こしてい
ることが考えられる 11，OOOx

図25図24の強拡大像.著しく突出した内皮には非常に多くの形質膜小胞が認められる.
52，OOOx 



図26切歯切縁側部.象牙芽細胞は70"-'80μmの高さを持つ.細胞間隙はほとんど認め
られないが， ここで、は従来の記載に従いoldodontoblastと呼ぶ i 800× 

図27図26の部位に存花する象牙牙細胞の強鉱大像. Golgi領域(G )は明瞭に認められる.
18，000 
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図28切歯切縁側部の毛主且血宣銅を形成する有窓型毛細血管. 切歯切縁側部における大
部分の毛細血管はこの型である 18，OOOx

図29毛細血管網を作る有窓型毛細血管の長軸方向に対して切られた切片.内皮の窓は
象牙質(剥がれている)の方向に関口している(矢印). 4，600x 



図30切歯切縁側部の主血血笠組に見られる連続型毛細血管・ ごくまれにこの型の毛細
血管が切歯切縁側部の重血血宣銅に見られる 20，000x



図31象牙芽細胞の形態変化とその近くにみられる毛細血管の模式図.



図32"-46は凍結言'1断レプリカのTEM像である.

苅32歯髄中に存在する幹動廊の内皮細胞間段合部位を示す タイト結合とギャップ結
合は途切れることなく，内皮細胞を取り巻いている 32，OOOx

図33詮動脈内皮細胞間嬢着装置. E面(E )のストランドの溝の中にも膜内杭千を入
れている(矢En). G:ギャップ結合， P: P面 6-!，OOOx
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図36詮登Jllli内皮細胞間接着装置. カ ミソリで切込みを入れた様な線条ひだが見られる
(矢印). 64，OOOx 

図37歯髄周辺部にみられる細静脈. L:管腔， P: P面， E: E面 9，300x

司 38細静脈内皮細胞間接合部のE面像.接着装置は1"'2条のタイト結合(大きい矢
印)と線条ひだ(小さい矢印)から成る 84，OOOx





図39有窓型毛細血管.内皮細胞の窓はP面のくぼみあるいはE面の突出として認められ
る(矢fP). OD:象牙芽細胞 L:管腔 18，000x

図40有窓型毛細血管のP面像.窓は30'"101同がひとつの有窓野(F)を形成し，有窓野相
互聞には幅広い無窓野(~ )が存在する 42，OOOx



図41切歯中部毛細血管鋼の有窓型毛細血管のP面像. 内皮の窓は正円形をしており，
その径は60nm程で、ある. またこの部位の毛細血管には底面のかなり浅い円形の構
造(矢印)がみられる.おそらく窓形成過程の一段階を示すものだと考えられる.
84，OOOx 

図42歯髄中の連続型毛細血管 16，OOOx
図43連続型毛細血管内皮細胞間接合部.接着装置は 2"'3条のストランドのタイト結
合から成る. このタイト結合は完全に内皮細胞を取り巻くのではなく所々に幅

lOnm程の不連続部より成る間隙を持つ(矢fP). 9 6 ， 00 0 x 





図44"'46は歯髄以外に存在する毛細血管の凍結割断レプリカ像である.

図44小腸上皮直下の有窓型毛細血管.内皮の窓は非常に密集し， さらに窓のない内皮

部分である細胞質穣は狭いことがわかる 16，OOOx
図45図44の強拡大像.内皮細胞の窓(小さい矢印)の隔膜は単なる膜構造ではなく，

規則的に広がるメッシュ構造であることがわかる. このメッシュによって形成さ

れるスイツトは幅約5nmである(矢頭).大きい矢印は形質膜小胞の関口部をし

めす 210，OOOx

図46 ラット肝臓の不連続型毛細血管.内皮には種々の大きさの関口部が存在する(矢
fP) . 1 5 ， 0 0 0 x 
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