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屈折コントラスト X 線マイクロＣＴによる脊椎動物初期胚の 
脳における細胞核の観察 

Visualization of cell nuclei in zebrafish embryos by using 
refraction-enhanced X-ray micro-tomography 
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Ｘ線屈折コンストラストマイクロＣＴ法を用いて、ゼブラフィッシュとメダカ胚の観察をおこなった。

４％PFA で固定した 10 日目胚と 26 時間胚をパラフィン包埋し、ガラスチューブやループに封入、こ

れによりピクセルサイズ 0.5～1μm の解像度による観察をおこなった。その結果、細胞核や脳におけ

る層構造や神経核が可視化され、組織切片を作成することなく、任意な方向の切片で観察できること

が示された。また、金ラベルした抗体と金コロイドエンハンサーを用いて染色する事により特定の神

経（マウスナー細胞）の３次元観察ができることが示唆された。 
 
We tried to analyze three-dimensional structures of the brain in zebrafish and medaka by visualizing individual 
cell nuclei by using refraction-enhanced high-resolution X-ray micro-tomography at BL20XU in SPring8. 
Fixed larvae at 10 days or 26 hours after fertilization were inserted in a glass tube or loop. They were observed 
at the resolution of pixel size 0.5~1µm. It was possible to create virtual serial sections of any direction at high 
resolution to analyze layers and brain nuclei in the vertebrate nervous system. We also could use gold-labeled 
antibody and colloidal gold enhancer to visualize specific neurons, Mauthner cells, at 3 dimension. 
 

背景と研究目的： 

脊椎動物の頭部骨格系は、脳の原基の背側

にある神経堤細胞が腹側に移動し、間充織と

なり、移動先の上皮組織との相互作用によっ

て形成される。その一部である歯は、数・形

状・位置が動物間でそれぞれ異なっている。

この差異を生み出す分子・細胞レベルでの仕

組みはまだ明らかにされていない。 

 そこで、前回のメディカルバイオ・トライ

アルユースにおいて、最も単純な脊椎動物の

実験モデルである、ゼブラフィッシュとメダ

カを用いて、X 線屈折コントラストマイクロ

CT 解析を行った。その結果、上記のゼブラ

フィッシュとメダカの初期発生における、歯

の立体構造を明らかにすることができた（参

考文献１）。 

 その際、頭部骨格系以外の部位（軟組織）

においても細胞核が一つ一つ見え、例えば脳

や、網膜の層構造も観察することが可能であ

ることが初めて明らかになった。この方法を
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確立し、さらに神経回路を可視化することを

目的として、今回、さまざまな方法で固定さ

れたサンプルを用いて CT 撮影を行い、実験

条件の検討を行った。 

 

実験方法： 

兵庫県立大学・播磨科学公園都市キャンパ

スの生体材料センターで飼育しているゼブラ

フィッシュおよびメダカを掛け合わせて、卵

を回収し、28.5 度で飼育した。受精後 26 時

間の稚魚を用いて、金免疫染色法を施し、同

定可能な神経細胞を標識したあと、さらに金

コロイドによって増幅した。それらの処理し

たサンプルをパラフィン、あるいはワックス、

OCT（凍結）で包埋し、厚み 0.01mm、外径

0.8mm のガラスチューブ、またはクライオル

ープ内に保持した。受精後 10 日目のゼブラフ

ィッシュとメダカ胚は４％パラホルムアルデ

ヒドで固定後そのままパラフィンに包埋した。

それらを回転させながら、X 線屈折コントラ

ストマイクロ CT 撮影を行った。 

 

撮影条件： 

エネルギー：8keV 

解像度：0.5～1.0μm 

撮影条件：0°から 180°を 0.2°ずつ 900 枚、

あるいは 0.1°ずつ 1800 枚 

 

結果、および考察： 

受精後 10 日目のゼブラフィッシュとメダ

カの X 線屈折コントラストマイクロ CT 撮影

の後、画像処理した横断面では、神経組織の

組織内の細胞核をほぼ単細胞レベルで認識す

ることができた（Fig1）。また、受精後 26 時

間のゼブラフィッシュ胚の X線屈折コントラ

ストマイクロ CT 撮影の後、画像処理をした

横断面では、脳や網膜の組織内の細胞核をほ

ぼ単細胞レベルで認識することができた。ま

た、金粒子を免疫染色法によって、同定可能

な神経細胞(マウスナー細胞)に付着させたサ

ンプルでは、染色された神経細胞を観察する

ことができた（Fig2）。一方、歯・耳石・脊索・

鰓弓のような骨化が起こっている部分は立体

構造を構築できることができた（Fig3、Fig4）。 

 

今後の課題： 

軟組織の屈折コントラスト法による観察

は、ほぼ単細胞レベルでの観察が可能になっ

てきた。次回は固定方法、撮影時のサンプル

の保持方法について、より良い条件を検討す

ることでより詳細な画像を得ることが可能で

あると思われる。また、金染色法によって特

定の神経細胞を可視化することができた。し

かし、神経回路を可視化した結果、サンプル

はバックグラウンドを有していた。したがっ

て次回は、染色方法のより良い条件を検討し

たい。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig1. ゼブラフィッシュ 10 日目胚の網膜 
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Fig2. ゼブラフィッシュ 26 時間目胚の脳 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig3. ゼブラフィッシュ 10 日目胚 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig4. メダカ 10 日目胚 
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