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キンギョ咽頭歯の微細形態学的研究

-マイクロCTを応用した観察法-
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Abstract:Recently,microfocusX-raycomputedtomography(〟CT),whichcannon-destructivelyobtainthetwO-

orthree-dimensionalinformationofhardtissueatsuHicientmagnification,hasbeenappliedinbonescience.

Inthisexperiment,WeattemptedtoapplypCTonmorphologicalstudiesoffishpharyngealteeth.whichare

di放culttoinvestigatefortheirmorphologicalcharacteristics,becauseoftheircomplicatedformandlocation.

Goldfishpharyngealteethwereassessedby〟CTandconventionalmorphologicaltechniquesinordertoclarify

thethree-dimensionalfinestructureoftheteeth.

TheFLCTimageshadhighcontrastandhighresolutionwhicharealmostequaltothoseofcontact

microradiograph.Theimagesclearlyshowedthatpharyngealteetharedirectlyconnectedtopharyngealbone.In

thereconstructedthree-dimensionalimagesofskullofgoldfish,thespatiallocalizationsofpharyngealteeth,teeth-

germandpharyngealbonewereclearlyobserved.
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IncomparisonwithSEM method,〟CTtechniqueisnon-destructiveanddoesnotrequireanyspecimen

preparation.Therefore,〟CTwillbecomeane鮎ctivemeansandbringnewdevelopmentsfor山tureresearches

onhardtissuesandcomparativeanatomyofvariouskindsofanimals.

抄録 :最近,骨などの硬組織微細形態を非破壊的に2次元 ･3次元像として観察できる〃CTの応用が脚光を浴びてい

るQそこで本研究は従来形態学的観察が困牡とされてきた魚類咽頭歯に着日し,FLCTを用いてキンギョ咽頭歯の立

体徴珊形態を明らかにするとともに,従来用いられてきた組織学的方法による観察も行い,〃CTの有用性を比較検

討した｡

その結果,contactmicroradiography(CMR)に匹敵する高分解能のCT像が得られ,咽頭歯が咽頭骨と骨性結合

している状態が明瞭に観察された｡また3次元再構築像では,頭蓋を構成する骨が立体的に観察でき,咽頭歯および

その歯肱と咽頭骨の空間的位置関係が明瞭に観察されたO走査電子顕微鏡による観察結果と比較すると,試料作製過

程における構造の破壊がなく〃CTが容易でかつ非破壊な手法であることが確認された｡本法を応用することによっ

て今後各種動物等の硬組織研究,特に比較解剖学的研究に新たな展開が期待される｡

緒 昌

魚類には咽頭歯が存在し,特にコイ ･フナ等のコイ科

魚類においでは咽頭歯がよく発達 していることが報告さ

れている1)｡コイの咽頭歯は第5鯉弓から発生 した咽頭

骨上に配列 し,魚類の歯のなかでも肥大化が著しく21,

また脱落 ･蘭出を繰 り返す多生歯性であることから,そ

の発生や形態分化について多 くの組織学的 ･微細形態学

的研究がなされてきた314)5)6)7)8)｡コイ科魚類の咽頭歯

に関しては,左右それぞれ1から3列の歯列により構成さ

れ,その並び方により種属の分類にも利用されてきた2)0

このように,コイ科コイ属の魚の咽頭歯に関する報告は

多数認められるが,コイ科フナ属であるキンギョの報告

はまだない｡咽頭歯の形態や植立状態を3次元的に観察

する方法としては,従来,走査型電子顕微鏡が用いられ

てきたが,咽頭歯を露出させるために試料を割断したり

軟組織を消化したりする必要があった｡そのため,咽頭

歯の局在位置や,軟組織中の後継歯肱との位置関係の把

捉が困雅であり,試料作成技術にも熟練が必要であった｡

一方で,近年,電子部品や精密機械等に存在する数FLm

オーダーの微小欠陥を非破壊で検出するために開発された

マイクロCT (microfocusX-raycomputedtomography)が,
硬組織微細形態を非破壊的に2次元 ･3次元像として観察

できる有用な手法として骨代謝研究分野において応用さ

れている｡ そこで今回われわれは,マイクロCT9日0)ll)12)

を用いて,その局在位置や形態が複雑で,従来の組織学

的方法では立体的な微細構造を知ることは困難であった

コイ科フナ属であるキンギョの咽頭歯の立体微細形態を

検索 した｡また,光学顕微鏡 ･電子顕微鏡による観察も

行い,マイクロCTによる硬組織微細形態観察法の有用

性を比較検討した｡

材料と方法

頭尾長54mmのキンギョを固い,麻酔を施 したのち,

4%パラホルムアルデヒド溶液あるいは2%パラホルムア

ルデヒド･2.5%グルタールアルデヒド混合溶液を心臓よ

り港流 し,一昼夜同固定液に浸潰した.固定したキンギ

ョをそのままマイクロCT (ELESCAN,日鉄エレックス

㈱,東京)にて透視像を観察し,スライス面を決め,CT

断層像を撮影した｡さらにマイクロCT前額断像を28〟

のスライス間隔で連続的に540枚撮影し,その画像情報

を3次元画像解析装置 (TRI,ラトックエンジニアリング

社,東京)に入力し,キンギョ頭部の3次元再構築像を作

成した｡また固定した試料の一部でアリザリンレッド染

色透明標本を作成した｡ 同試料の咽頭骨を取 り出し,8

規定水酸化カリウムで軟組織を除去 したのち,アセトン

乾燥 ･金イオンスパッタコーティングを施し,走査型電

子顕微鏡 (S560.HITACHI,東京)で観察した｡さらに

半切した頭部をメチルメタクリレー 1､樹脂に包埋し,研

磨切片を作成してコンタクトマイクロラジオグラフィー

を作成 した｡一部の試料は10%EDTAで3日間脱灰した

のち,パラフィン切片を作成し,アザン染色を施して光

顕観察した｡

結 果

キンギョ咽頭歯は,口吻から平均約ユ2mの食道直前の

咽頭部に存在し (図1a,b),左右それぞれ4個の歯が 1列

をなして咽頭骨の上に植立していた (図1b,C)0 4個の歯
はそれぞれ形態が異なっていた｡アリザリンレッド染色

では歯冠表層は強く染色されなかった (図1C)｡

マイクロCT前額断像では,咽頭歯は不透過性の強い

領域 として観察され,また歯肱の一部が機能歯の内側に
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認められた (図2a)｡CMR所見から,歯冠部はより不透

過性の強い表層と透過性の高い内層の2層から形成され

ていることが示された｡また,咽頭歯は咽頭骨に骨性結

合していることも明瞭に観察された (図2b)｡パラフィ

ン切片のアザン染色では,咽頭骨と咽頭歯は骨様の基質

で結合しており,萌出歯に近接した領域には,歯小嚢に

包まれた歯肱が観察された (図2C)｡

マイクロCT断層像を用いて3次元再構築した頭部表面

観では,頭蓋を形成している骨の立体的な構成が非常に

明瞭に示された (図2d)｡再構築した頭部3次元像の矢

状断面観では,4個の咽頭歯の局在位置が明瞭に観察さ

れ,また咽頭歯は基底後頭骨に支持された角質板に対向

していることが明瞭に観察された (図2e)0

4個の咽頭歯のうち,吻側の歯は犬歯様の形態を呈し

ていた (図3a,b)｡尾側の歯ほど扇平で,広い切縁を有

しており,その切縁には縞模様が見られた (図3a,b)0

もっとも尾側の歯はバターナイフに類似した形態を呈し

ていた (図3C)03次元再構築像においては,機能歯の歯

冠形態と類似した形態を呈する後継歯肱が機能歯の内側

に宙に浮いているように観察された (図3b)｡また咽頭

歯と咽頭骨の骨性結合領域が明瞭に観察された｡基底後

頭骨に支持された角質板が,凹面をなして咽頭歯に対向

しているのが認められた (図3a,b,C)｡ 走査電顕像では,

咽頭歯を観察するために軟組織を8規定水酸化カリウム

にて除去したため,歯肱は消失していた (図3d,e,f)｡ ま

た,咽頭歯と咽頭骨の結合部位には大きな孔が認められ

(図3f),その周囲の骨表面には小孔が多数認められた｡

最も尾側の咽頭歯では,咽頭骨と吻側の下端でわずかに

骨性結合しているのみで,尾側に大きな硬組織欠損部位

が認められた｡走査電顕像においても,尾側の歯には縞

模様が見られた (図3d)0

図1a:キンギョ頭部の実体顕微鏡写真｡
図1b:アリザリンレッド染色透明標本｡頭部のみを矢状断

し､左半側を除去してある｡咽頭歯を囲みで示す｡

図1C:アリザリンレッド染色透明標本｡1bの囲み部を拡大｡

右咽頭骨内側面観｡左が吻側｡咽頭骨には4個の歯が

植立していた｡咽頭歯表層は他の部分に比して染色

性が弱い｡

図2a:マイクロCT前額断層写真｡左右の咽頭歯が不透過性

の強い領域として認められる｡咽頭歯は基底後頭骨

に支持された角質板 (矢頭)と対向している｡歯肱

の一部を矢印で示す｡(Ⅹ6)

図2b:contactmicroradiography(CMR)｡歯冠部には透過

性の異なる2層が認められる｡歯肱の一部を矢印で示

す｡咽頭歯は､咽頭骨と歯足 (失頭)で骨性結合し

ている｡

図2C:アザン染色したパラフィン切片｡脱灰処理のため､

エナメル質様物質が消失している｡軟組織内に､歯

小嚢に包まれた歯肱 (*)が認められる｡

図2d:多重スライス像を用いた頭部の3次元再構築像｡表面

観｡

図2e:多重スライス像を用いた頭部の3次元再構築像｡矢状

断面観｡凹面状の角質板 (矢頭)と対向する咽頭歯

(矢印)が明瞭に示されている｡
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図3

図3a:近心内側から見た咽頭歯部の3次元再構築像｡上が尾

側､下が吻側｡

図3b:吻側から見た咽頭歯部の3次元再構築像｡機能歯の近

心内側に､歯肱が認められる｡

図3C:尾側から見た咽頭歯部の3次元再構築像｡右が尾側､

左が吻側｡右側に角質板 (*)が認められる｡

図3d:図3aと同様の構図で撮影した咽頭歯部の走査電顕像｡

尾側の歯の切縁に縞模様が認められる｡

図3e:図3bと同様の構図で撮影した咽頭歯部の走査電顕像｡

図3f:図3Cと同様の構図で撮影した咽頭歯部の走査電顕像｡

咽頭歯と咽頭骨の結合部に､大きな孔 (*)と多数

の小孔が認められる｡(Ⅹ40)

考 察

コイ科魚類に属するコイ (コイ属)とキンギョ (フナ

属)の咽頭歯において大きく異なる点は,歯列の数と咽

頭歯の数である2)5)8)｡コイでは左右それぞれ1つの主列

と2つの副列をもち,主列には1個,副列には3個の歯が

植立していることが報告されている3)4)｡これに対し,

キンギョでは歯列が左右1列ずつで,1列に4個の歯が植

立していた｡次に個々の歯の形態の相違について考える

と,コイにおいては,稚魚から成魚-の成長に伴い,咽

頭歯が交換するたびにその形態が変化していくことが報

告されている｡ 第1代目に発生する咽頭歯はいずれも円

錐形で同形歯性を示すのに対し,3回以上の交換を経て

各歯の分化度に差が現れ,成魚では異形歯性を示すよう

になる4)｡これらのうち,主列尾側歯群が,強く屈曲し

た歯鈎や瞭合面溝の存在といったコイ咽頭歯の特徴を持

つのに対し,主列吻側歯群ではこれらの特徴が弱いとい

う4)｡キンギョの尾側咽頭歯ではバターナイフ状の弱い

カーブが認められるものの,歯鈎と特徴づけられるよう

な明瞭な形態は認められず,コイ咽頭歯の主列尾側歯群

に見られるような臼歯状の形態は呈していなかった｡キ

ンギョ咽頭歯のうち,最も吻側の歯は犬歯様で,コイ咽

頭歯の発生初期に見られる円錐形の歯に類似していた｡

一方,他の3個の歯は扇平で,コイ咽頭歯のうち主列吻

側歯群の歯の形態に類似していた｡これらの点から,キ

ンギョの咽頭歯は,コイ咽頭歯に類似した特徴を一部も

っているものの,コイ咽頭歯尾側歯群ほど異形歯性は強

くないといえる｡

コイの咽頭歯においてはエナメル質様物質の存在が組

織学的 ･微細形態学的に明らかにされており3)8),キン

ギョにおいても,CMR所見より歯冠表層は内層に比べ

不透過性が高いことから,象牙質の表面をエナメル質様

物質が覆っていることが推測される｡ したがって,アリ

ザリンレッドによる染色性が低かった歯冠表層はエナメ

ル質様物質に覆われていると考えられる｡コイ科魚類の

成魚の咽頭歯は,歯冠の先端が細くなって屈曲し,校合

面倒に向いており,歯鈎と呼ばれている4)｡キンギョの

尾側咽頭歯の形態がバターナイフ状にカーブを措いてい

るのは,この歯鈎の特徴が一部現れたものと考えられる｡

また,対向する角質板が凹面をなしていた所見より,こ

の凹面は咽頭歯の歯冠形態に適合しており,食物をすり

合わせるのに適した形態と思われる｡ コイにおいては咽

頭歯とそれに対向する角質板によって阻噂が行われてい

ることが報告されていることから,キンギョにおいても

咽頭歯と角質板の間で阻噂が行われており,それによっ

て生じた唆耗で縞模様の溝が咽頭歯の歯冠に形成された

と考えることもできる｡ したがってこの溝は,コイ成魚
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の咽頭歯暁合面に認められている暁合面溝に類似した条

紋であると考えられる｡

走査電顕所見において咽頭歯と咽頭骨の結合部位に認

められた大孔については,CMR･アザン染色像におい

でも硬組織の連続性が断たれている部位が認められ,こ

の部位で血管 ･神経や結合組織が歯の内側に入りこんで

おり,その周囲に歯と骨を結合する骨棟の領域が形成さ

れるものと考えられる｡

マイクロCTにより得られた3次元再構築像は,走査電

顕で観察されたキンギョ咽頭歯の立体微細形態と,細部

にわたり正確に呼応した形態を表現していることが確認

された｡また,走査電顕を用いて同株の像を得るには,

8規定水酸化カリウムによる軟組織の消化を行う必要が

あり,これにより軟組織内の後継歯肱は消失してしまっ

た｡一方,マイクロCTを用いた場合は,キンギョ頭部

から咽頭歯を摘出する必要がないため,軟組織内の歯肱

や対向する角質板を同時に観察することができた｡すな

わち,マイクロCTによる観察法を用いると,キンギ ョ

頭部をそのまま撮影するだけで咽頭歯の立体微細形態を

容易かつ正確に把撞することが可能であった｡ したがっ

て,局在位置や形態が複雑で,従来の組織学的手法では

観察が困難な硬組織であっても,マイクロCTを用いる

ことによってその立体微細形態を非破壊で容易に検索す

ることが可能であり,今後各種動物等の硬組織研究,特

に比較解剖学的研究においては新たな展開が期待され

る｡
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