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Ⅰ．はじめに 
脱灰は骨、歯、石灰化した病巣を含む組織標本の

作製に際して必要不可欠な操作であり、日常の病理

検査業務では頻繁に行う操作の１つである。しかし、

その操作方法は単純ではなく、脱灰を必要とする組

織の種類、硬さ、大きさなどを考慮した脱灰方法を

選択しなければ病理診断に影響を及ぼしかねない。 
平成１９年度の愛臨技精度管理調査でわれわれ病

理検査班は、ホルマリン固定した骨髄材料を「脱

灰」・「パラフィン包埋」・「薄切」・「ＨＥ染色」と各

施設が日常業務で実施する脱灰標本作製法に順じて

作製したＨＥ染色標本を評価対象とした。 
 尚、脱灰標本の作製とは別に各施設に対して脱灰

操作に関するアンケート調査を実施したので調査結

果と合わせて報告する。 
  
Ⅱ．参加施設 
 平成１９年度愛知県臨床衛生検査技師会精度管理

調査に参加した１４７施設中、病理検査の精度管理

調査に申し込みがあったのは６２施設であった。そ

の全施設からＨＥ標本と脱灰操作に関する調査報告

が提出された。 
 
Ⅲ．調査目標 
 今回の精度管理調査で使用した骨髄（剖検材料）

に対して、「脱灰操作」、「薄切」、「ＨＥ染色」が適切

に施行されているかを調査目標とした。 
 
Ⅳ．材料 
 剖検材料の骨髄を使用した。 
 １０％ホルマリンで骨髄を１週間固定後、硬組織

カッティング・マシンを使用して大きさ、厚さ、重

量が均一になるよう細切し調査検体とした。尚、骨

髄の使用に際しては御遺族の目的外使用に対する同

意を得た検体を用いた。 
 
 

 
Ⅴ．評価方法 
 病理班の班員により判定を行った。 
評価に際しては各施設のＨＥ標本を直接鏡検して

評価する方法とデジタル撮影によるＨＥ染色画像で

の評価の選択によって行った。 
 
Ⅵ．評価ポイント  
 評価ポイントは以下の５項目、各項目を５点満点

で評価した。 
１）脱灰状態・・・・・ 

        （１点、２点、３点、４点、５点） 
２）ヘマトキシリンの染色性・・・・・      

（１点、２点、３点、４点、５点） 
３）エオジンの染色性・・・・・ 

（１点、２点、３点、４点、５点） 
４）染色バランス（コントラスト）・・・・・ 

   （１点、２点、３点、４点、５点） 
５）切片の厚さ・・・・・ 

（１点、２点、３点、４点、５点） 
 
精度管理委員と病理検査研究班員により評価ポ

イント５項目、各５点満点、計２５点を満点とし

各施設の総合評価（Ａ、Ｂ、Ｃ判定）を行った。 
 

《総合判定分類》 
Ａ判定：「脱灰操作、ＨＥ染色ともに良好で、病理

診断に支障を与えない」 
    ・・・・・２５点～２０点 
Ｂ判定：「脱灰操作あるいはＨＥ染色に若干の問題

はあるが病理診断に支障を与えない」 
    ・・・・・２０点未満 
Ｃ判定：「脱灰操作あるいはＨＥ染色に問題があり、

病理診断に支障を与えかねない」 
     ・・・・・Ｂ判定の中から班員の評価と

病理医の意見を考慮して判定。 
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全施設
(n＝６２）

（％）
甲群

（ｎ＝10）
乙群

（ｎ＝14）

塩酸 1 2 0（0） 1（１00）

蟻酸 17 27 5（29） 1（６）

プランクリュクロ液 21 34 2（10） 5（２４）

三塩化酢酸 1 2 0（0） 0（0）

KC-X(市販品） 18 29 1（6） 7（４１）

その他；ＥＤＴＡ（市販品） 2 3 2（１00） 0（0）

その他 2 3 0（0） 0（0）

合計 62 100 10 14

（　　）は各脱灰液の全施設使用数に対する割合

全施設
(n＝６２）

（％）
甲群

（ｎ＝10）
乙群

（ｎ＝14）

脱灰完了までの時間が短い 19 31 2 4
安価で脱灰液の作製が簡単で
ある 7 11 1 0

中和処理を行わなくてもよく操
作が単純 4 6 2 1

脱灰による組織への障害（膨
化、収縮など）が少ない 13 21 3 2

市販品のため試薬作製の手間
が無い 13 21 1 6

その他 6 10 1 1

合計 62 100 10 14

結果 
 Ａ判定・・・４８施設 

    Ｂ判定・・・１０施設 
 Ｃ判定・・・ ４施設 

 
今回の精度管理調査で最も評価の高かった施設

の脱灰・染色方法を以下に示す。 
《脱灰方法》 

  ・脱灰液；ＥＤＴＡ（市販品） 
・脱灰液選択理由；免疫染色の染色性が良い 
・脱灰前処理の有無；有 
・前処理方法；脱脂 

 ・前処理溶液；７０％アルコール 
 ・前処理時間；２時間 
 ・脱灰時間；１５時間 

  ・脱灰温度；室温 
  ・脱灰液の新旧；新 

・脱灰液の液量；５０ｍｌ 
・中和処理の有無；無 
・ヘマトキシリンの種類；マイヤー 
・ヘマトキシリン染色時間；６０秒 
・エオジンの種類；エオジンＹ 
・エオジン染色時間；９０秒 

 
Ⅶ．脱灰および染色手順に関する回答集計 
脱灰方法およびＨＥ染色法は各施設間で異なって

いる。脱灰・染色手順を回答のあった全６２施設；

以下（全施設）を対象に調査し、Ａ判定の中でも評

価の高い１０施設；以下「甲群」とＢ判定・Ｃ判定

であった１４施設；以下「乙群」との比較を交えて

報告する。尚、報告に際しては脱灰・染色手順に直

接関係のない設問内容は省略した。 
 
１．【使用している脱灰液の種類について】 
脱灰操作に使用する脱灰液で最も多かったのがプ

ランク・リュクロ液（迅速脱灰液）の２１施（３４％）、

次いでＫＣ-Ｘ（市販品）の各１８施設（２９％）、 
蟻酸の１７施設（２７％）であった（表.１）。プラ

ンク・リュクロ液は簡便で、脱灰速度も速く優れた

脱灰法で脱灰後の染色性に対する影響も少ないと言

われているが、甲群での使用率は２施設（１０％）、

乙群では５施設（２４％）と乙群での使用頻度が高

い事が注目される。また、ＫＣ-Ｘも７施設（４１％）

と使用頻度が高い。甲群に着目すると蟻酸の５施設

（２９％）とＥＤＴＡ（市販品）の２施設（１００％）

も注目すべき点である。 
蟻酸、プランク・リュクロ液に関しては自家調整

している施設がほとんどであるが、蟻酸は蒸留水で

１０％に希釈した１０％蟻酸、プランク・リュクロ

液に関しては成書にある処方で作製されたものであ

った。 
 
 

 
２．【脱灰液の選択理由】 
各種脱灰液の選択理由で最も多かったのが「脱灰

までの時間が短い」を理由とする回答であった（表.

２）。今回の骨髄材料は硬組織の中でも比較的、脱灰

は容易であったと思われるが、日常の病理検査業務

では骨頭や顎骨などの緻密骨や歯など脱灰完了まで

に長時間を有する検体も少なくない。脱灰操作に要

する時間が病理診断報告の遅れに繋がるため、どの

ようにして短時間で脱灰操作を完了させるかが今後

の課題である。 
 

 
３．【脱灰前処理の有無とその内訳】 
脱灰前処理の有無については前処理（無）が４１

施設（６６％）、前処理（有）が２１施設（３４％）

であった。その内訳は２１施設のうち１８施設（８

５％）が脱脂であった（表.３）。      
甲群、乙群を比較しても前処理の有無では半々で

あった。今回の骨髄材料では前処理の有無、特に脱

脂の有無に関して標本の評価に差は無かった。しか

し、骨頭などの明らかに黄色調を呈し脂肪の存在を

確認できるような検体に対して脱脂は必要不可欠で

ある。 
 

表.１ 脱灰液の種類 

表.２ 脱灰液の選択理由 
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全施設（ｎ＝62） 甲群（ｎ＝10） 乙群（ｎ＝14）

室温 56 8 12

４℃ 6 2 2

合計 62 10 14

 

 
      
４．【脱灰時間と甲群、乙群に対する内訳】 

脱灰時間は 1 時間以内から９６時間までと大きな

差が見られたが２２時間から２４時間が１３施設

（約２１％）を占め最も多かった（表.４）。脱灰操

作における事前検討を各脱灰液に対して実施してい

るが、すべての脱灰液で２４時間以内に脱灰は完了

できた。また、ＥＤＴＡをベースとする脱灰液は２

４時間、他の脱灰液においては８時間で脱灰完了で

きた。 
甲群、乙群を比較すると脱灰液と脱灰時間の間に

明らかな相関は見られなかった。 
 
 

 
５．【脱灰温度について】 
脱灰温度は６２施設中５６施設（９０％）が室温

であった（表.５）。脱灰温度は染色性の低下を防止

するために４℃が推奨される事が多いが、室温での

脱灰操作でも標本の完成度に差がない事が分かった。

事前の脱灰検討で加温して脱灰操作を検討したが、

脱灰速度は速いが組織へのダメージが極めて強く病

理診断に影響を及ぼすものであったので、加温での

脱灰操作は禁忌と考える。また、スターラーを使用

して脱灰液を攪拌する方法も一つのアイデアである。 
 
 

 
６．【脱灰後の中和処理の有無と内訳】 
 中和処理は結合組織の膨化や染色性への影響を防

止するために通常は酸性脱灰液であるプランク・リ

ュクロ液等に用いる。また、ＫＣ-Ｘにおいてもその

取り扱い説明には中和処理を推奨している。しかし、

今回の調査では中和処理の有無による標本への影響

に相関は見られなかった（表.６a、６ｂ）。 

 

全施設（ｎ＝62） 甲群（ｎ＝10） 乙群（ｎ＝14）

中和処理　有 27 2 6

中和処理　無 35 8 8

合計 62 10 14  

 
７．【脱灰完了の判断について】 
脱灰終了の判定に関しては実際にメス刃や針等を

使用して脱灰の程度を確認していた。「その他」では、

「指」で組織の硬さを確認するという回答もあり、

「硬さを確認」する作業で脱灰完了を確認している

施設は５８施設（９４％）であった（表.７）。「材料

や大きさにより脱灰時間が決めてある」施設は全体

で４施設、うち３施設が乙群に含まれている点は注

目すべきである。   
 
 
 
 

総数 中和（有） 中和（無） 中和（有） 中和（無） 中和（有） 中和（無）

塩酸 1 1 1

蟻酸 17 4 13 5 1

プランクリュクロ 21 16 5 1 1 3 2

三塩化酢酸 1 1

KC‐X 18 7 11 1 3 4

その他；EDTA
（市販品） 2 2 2

その他 2 2

合計 62 27 35 2 8 7 7

甲群（ｎ＝10） 乙群（ｎ＝14）全施設（ｎ＝62）

脱灰時間
全施設
(n＝６２） 塩酸 蟻酸

プランク
リュクロ KC‐X

その他；
EDTA

（市販品）
その他

1時間以内 3 2 1

1時間～3時間 6 [１] １ [2] 2

4時間～6時間 6 1 2 3

7時間～9時間 2 １ ①

10時間～12時間 5 2 [１] ① [１]

13時間～15時間 8 2 2 [１] 1 [１] ①

16時間～18時間 2 1 [１]

19時間～21時間 4 [１] 1 １ ①

22時間～24時間 13 3 ③ 4 1 [2]

36時間 3 2 ①

40時間 3 [１] 1 1

42時間 1 [１]

48時間 4 1 ① [１] 1

72時間 1 1

96時間 1 ①

合計 62 1 18 21 18 2 2

各脱灰液の実数は甲乙以外、○は甲群、[　]は乙群

表.３ 脱灰全処理の有無と内訳 

表.６ｂ 中和処理の内訳 

表.４ 脱灰時間（甲群、乙群の内訳） 

表.５ 脱灰温度 

表.６a 中和処理の有無 

全施設
(n＝６２）

（％）
甲群

（ｎ＝10）
乙群

（ｎ＝14）

前処理　（無） 41 66 5 7

前処理　（有） 21 34 5 7

合計 62 100 10 14

脱脂 18 85 5 5

再固定 2 10 0 2

その他 1 5 0 0

合計 21 100 5 7

前処理（有）の内訳
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全施設
（ｎ＝62）

甲群
（ｎ＝10）

乙群
（ｎ＝14）

メス刃や針等を使用して脱灰程度を確認した。 49 10 11

材料や大きさによって脱灰時間は決めてある。 4 3

その他 9

合計 62 10 14

全施設
（ｎ＝62）

甲群
（ｎ＝10）

乙群
（ｎ＝14）

満足できる切片が薄切できた 23 4 6

ほぼ満足できる切片が薄切できた 30 4 7

やや不満足である 8 2 1

空白 1

62 10 14

1
1

2
1
1
1

2
4

3
3

2
1

5
3

5
6

1
2

0 1 2 3 4 5 6 7

1分００秒

2分００秒

3分００秒

4分００秒

6分００秒

8分００秒

10分００秒

15分００秒

25分００秒

時
間

施設数

 
 

 
８．【脱灰ブロック薄切に対する満足度】 
脱灰時間でも述べたが、事前の検討では今回の骨

髄材料はいずれの脱灰液を用いてもおよそ２４時間

で脱灰は完了すると考えられる。骨頭や顎骨などと

の緻密骨とは異なり単に「脱灰」だけに注目すれば

比較的、脱灰操作は容易であったと思われる。従っ

て、標本上にメス傷を有する標本は全く無く、各施

設の自己評価も５３施設（８４％）が「ほぼ満足」

以上であった（表.８）。また、骨梁に「しわ」を有す

る施設を数施設認めたが、病理診断に支障を及ぼす

程ではなかった。 
 

 
 
９．【ヘマトキシリンと染色時間】 

使用しているヘマトキシリンは「マイヤーのヘマ

トキシリン」が圧倒的多数で４３施設（６９％）で

あった(表.９a)。マイヤーのヘマトキシリンについ

て染色時間を見ると 1 分００秒から３０分００秒ま

で染色時間に極めて大きな差を認めた。最も多いの

は１０分００秒～２０分００秒の間で１８施設、マ

イヤーのヘマトキシリン使用施設全体の４２％であ

った（表.９b）。 

また、ヘマトキシリン染色時間を甲・乙群で比較

すると乙群でヘマトキシリンの染色時間が長い事が

判明した（表.９ｃ）。 

尚、脱灰標本に対してヘマトキシリンの染色時間

を延長している施設は６１施設中１１施設（１８％）、

短縮している施設は５施設（８％）であった。これ

を甲群で見ると延長は２施設（２０％）、短縮も２施

設（２０％）であった。乙群では延長が３施設（２

１％）、短縮は０施設であった。 
ヘマトキシリンの染色時間は６２施設中の４５施

設（７３％）で非脱灰検体と同様であった。 

 
 

 
 

 
 
甲群（ｎ＝６） 施設数 乙群（ｎ＝１０） 施設数

１分００秒 1 ２分００秒 1 

３分００秒 1 ５分００秒 1 

３分３０秒 1 ６分００秒 1 

５分００秒 1 ７分００秒 1 

６分００秒 1 ８分００秒 1 

１５分００秒 1 １０分００秒 2 

    １５分００秒 1 

    ２０分００秒 1 

    ３０分００秒 1 

平均５分３０秒 平均１０分２０秒 

 
 
１０．【エオジンと染色時間】 
各種エオジンの使用割合はエオジンアルコールと

水溶性エオジンがほぼ半々であった（表.１０a）。し

かし、甲群と乙群を比較すると甲群でエオジンアル

コール、乙群で水溶性エオジンの使用頻度が高い事

から水溶性エオジンとエオジンアルコールでは脱灰

材料に対して染色態度が異なる事が推測される。    

全施設
（ｎ＝62）

甲群
（ｎ＝10）

乙群
（ｎ＝14）

マイヤー 43 6 10

カラッチ 9 2 3

ギルマイヤー 3 1 0

その他 7 1 1

合計 62 10 14

表.７ 脱灰完了の判断方法 

表.８ 薄切に対する満足度 

表.９a ヘマトキシリンの種類 

表.９b マイヤーのヘマトキシリン染色時間

表.９c ヘマトキシリン染色時間の比較（甲群・乙群） 
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染色時間
エオジン

アルコール
水溶性エオジン

10秒 [1]

40秒 1

1分00秒 [1]

1分30秒 1 1

2分00秒 1[2]

2分30秒 [1]

3分00秒 1[2]

4分30秒 [1]

5分00秒 2

6分00秒 [1]

7分00秒 [1]

8分00秒 1

15分00秒 [1] [1]

25分00秒 1

甲群（ｎ＝9）、乙群（ｎ＝12）

[　]は乙群

また、各施設のエオジン染色時間は１０秒から２

５分まで大きな差を認めたが、染色時間と標本の完

成度の間に明らかな相関は認めなかった（表.１０

ｂ）。 
 表１０a エオジンの種類 

 
表１０ｂ 甲群、乙群：エオジンの染色時間の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Ⅷ．総括 
平成１９年度の精度管理調査は過去に例のない

「脱灰」をテーマに実施した。例年と比較して標本

作製には「脱灰操作」、「薄切」、「ＨＥ染色」の３つ

の要素が兼ね合わさるため標本の完成度には幅があ

り多種多様であった。また、病理組織染色の評価は

数値で置き換える事が出来ないため主観的な要素が

大きく影響し、その評価は標本作製者の技量や染色

の好みに影響され易い。しかし、今回の精度管理調

査では「脱灰における事前検討」を行い班員に対し

て評価の標準化を行ったので評価における判定差は

最小限であったと考える。 
全参加施設のＨＥ標本を班員で評価、点数化して

Ａ、Ｂ、Ｃ判定を行った。前述したが「Ｃ判定」の

判定に際してはＢ判定標本の中から、病理検査研究

班の評価と病理医の意見を参考にＣ判定を選別した。 
評価のポイントは５つ、①脱灰状態、②切片の厚

さ、③ヘマトキシリンの染色性、④エオジンの染色

性、⑤全体の染色バランス（コントラスト）である。 
①脱灰状態 
今回、「メス傷など脱灰不良に伴うアーチファクト

の有無」に焦点を絞って言えば、全施設目的を達成

していた。骨梁の剥れ、皺、折れ曲がりなどのアー

チファクトを認める施設も数施設認めたが、病理診

断に影響を及ぼす程ではなかった。全施設の標本を

検鏡して感じたのは、エオジンが過染している施設

の割合が多い事である。過脱灰するとヘマトキシリ

ンの染色性が落ち、エオジンは過染傾向になるため

染色時間を延長あるいは短縮するなどの対応を要す

る。今回の精度管理調査のテーマが「脱灰」と言う

事もあり必要以上に脱灰された可能性が示唆される

結果であった。 
 脱灰終了の判断は「メス刃や針等を使用して確認

する」事が多く９３％を占めるが、同じ骨髄材料と

脱灰液を使用していても脱灰時間に大きな格差があ

るのは、同じ判断方法を用いても判断基準が各施設

によって異なっているからであろう。 
②切片の厚さ 

 切片の厚さに関しては「切片が厚い」施設が６施

設と全体の１０％、「切片が薄い」施設は２施設で全

体の３％、「適切な切片」は５４施設（９１％）であ

った。切片の厚さは病理標本作製において極めて重

要な要素であり、均一な厚さの切片を薄切するには

熟練を要する。今回の骨髄材料も適切な切片の厚さ

が要求されるものであり、厚い切片では細胞同士が

重積し合い個々の細胞鑑別が困難となるので注意が

必要である。 
 ③ヘマトキシリンの染色性 
 骨髄には骨髄巨核球、好中球、好酸球、好塩基球、

リンパ球系細胞、赤芽球系細胞など様々な細胞が含

まれている。これらのクロマチン構造は個々で異な

っており、適切な染め分けが出来るように染色、分

別を行う必要がある。その中でも赤芽球系細胞は円

形で小型、濃縮したクロマチン構造を呈し、集団化

して見られるためヘマトキシリンの染色、分別の目

安になると考える。今回、ヘマトキシリンの過染色

標本は６施設で全体の１０％を占めた。これらは、

前述したよう核染色が過染色しているために赤芽球

系細胞と他の細胞との鑑別が困難であった。また、

ヘマトキシリンの染色性が悪い場合はカラッチのヘ

マトキシリンやヘマトキシリン３Ｇなどを使用して

対応するのが良い。 
 ④エオジンンの染色 
 脱灰後の切片は多少とも染色性に変化をきたすが、

エオジンでは細胞質、結合組織が濃染する傾向があ

る。今回、エオジンが過染していた施設は１０施設

１６％であった。エオジンの染色性は骨髄標本の病

全施設
（ｎ＝62）

甲群
（ｎ＝10）

乙群
（ｎ＝14）

エオジンアルコール 24 7 4

水溶性エオジン 26 2 8

その他・不明 12 1 2
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理診断において細胞質内に顆粒を有する好酸球など

の鑑別に重要である。エオジンが過染してしまうと

細胞質全体が均一に染色され、細胞鑑別が極めて困

難となるので注意が必要である。過染する場合は通

常使用する濃度の液を希釈して用いるか、染色時間

を短くするなどの対応が必要である。 
 ⑤全体の染色バランス（コントラスト） 
 脱灰材料ではヘマトキシリンとエオジンの両者に

対して染色性に変化をきたすため、バランス良く染

色するのは非常に難しい。コントラストが良好であ

ったのは６２施設中、２１施設（３４％）であった。

脱灰材料におけるヘマトキシリンとエオジンの染色

時間を調査すると６２施設中、４５施設（７３％）

で非脱灰材料と同じである事から、脱灰材料におけ

る染色時間の設定に問題解決のヒントがあると考え

る。 
  
 今回の精度管理調査を通じて判明したのは、脱灰

条件（脱灰材料、脱灰液、脱灰終了の確認手段）が

同一であっても脱灰時間に大きな差を認めることで

ある。脱灰終了の確認手段が同一でも、その判断は

主観的な要素が大きいために施設間で大きな差が生

じていると考えられる。従って、この脱灰時間の違

いが、その後のＨＥ染色に大きく影響するためにヘ

マトキシリンとエオジンの染色時間も施設間で大き

く異なると考えられる。脱灰操作は臓器の種類、硬

さ、大きさなどにより異なるため一元的に処理する

ことは出来ないため、脱灰標本の作製に際してはヘ

マトキシリンとエオジンの染色状態を確認しながら

非脱灰標本の染色とは別に染色する必要性があると

考える。 
 最後に、今回の精度管理調査が今後の「脱灰標本

作製」の技術向上に繋がれば幸いである。参加協力

施設に深く感謝します。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


