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緒 言

遺伝 子DNAは 二本 のDNA鎖 がか らみ あ っ

た二 重 らせ ん構 造 をと り,さ らに連環状 化,超

らせ ん(ス ー パー コイル)化 な どに よ り複雑 な

三次 元構 造 を とるため,DNAの 複 製,転 写 あ る

いは染 色体 の凝集や分 離 な どのDNA代 謝 には,

DNAト ポイ ソ メラー ゼ(ト ポ)に よるDNA鎖

の一 時的 な切 断 と再 結合 を介 す るDNAの 高次

構造 の変 換が不 可 欠 とな る1).真 核細 胞 では,ト

ポは Ⅰ型(ト ポ Ⅰ)と Ⅱ型(ト ポ Ⅱ)が あ り,

後者 で はαとβの2種 のアイ ソザ イムが報 告 され

ている2-4).トポ Ⅰは一 本鎖 の切 断 を介 して転写や

複 製に よ りDNA鎖 に生 じた スー パー コィル を

解消 してい る.ま た,ト ポ Ⅰは核 小体 に局 在 し

rRNA合 成 に関与 す る と考 え られ てい る5,6).ト

ポ ⅡはDNAの2本 鎖 を一過 性 に切 断 して他 の

DNA鎖 を く ぐらせ るこ とに よ り,2つ のDNA

間 に生 じた絡 まりやknottingを 解 消 す る作用 を

持 って い る.ト ポⅡαは細 胞分 裂時 に一過 性 に発

現 して染 色体 の凝 集や分 離過 程 に重要 な役 割 を

演 じ,細 胞分裂 完 了後 に消失 す る.ま た,そ の

酵素 量 も細胞 増殖 に関連 して増加 す る7).一 方,

トポ Ⅱβは細胞 増殖 に伴 う酵素 量の変動 を示 さな

い7).Tsutsuiら8)は,分 裂能 を失 った成 熟ニ ュ

ー ロン で トポ Ⅱの 酵素 活性 が高 い こ とを見 いだ

し,ラ ッ ト脳 の トポⅡcDNAク ロー ニ ン グに よ

りこの活性 が トポ Ⅱβに よる ものであ るこ とを明

確 に した4).さ らに,ト ポ Ⅱβが生 後 発生 中の小

脳 の顆 粒 細胞 は じめ,ニ ュー ロ ンヘ の分化 途上

に あ る海 馬,嗅 球,大 脳 皮質 の幼若 な神 経 細胞

お よび分化 の完 了 した脳 内ニ ュー ロ ンで発 現 し

て い るこ とを,in situ hybridizationで 示 し,

トポⅡβは神 経細 胞に選 択 的に発 現 してい るこ と

を明 らか に した9).トポ Ⅱの細胞核 内局在 に関す

る免 疫組 織化学 法 に よる形態 学的解 析 の ほ とん

どが培養 細胞 を対象 に した もの であ り,ト ポ Ⅱ

βは核小体 に局在 す る,核 質 に分布 す る,あ るい

は両 方 に存在 す る と諸説 が 出 されて い る(考 察

参照).ト ポⅡβのin vivoに お け る局在 の変動

につ い ては今 までほ とん ど報告 されて いない10).

今 回,ラ ッ ト胎生期 の小 脳板 発生 で の神経 上皮

細 胞の分 裂増 殖 と移 動,外 胚 芽 層の 形成過 程 に

お け る トポ Ⅰと トポ Ⅱβの発現様 式 について,各

特 異抗体 を用 い た免疫染 色標 本 で観察 した.

材 料 と 方 法

本観察 にはWistar系 ラ ッ ト胎児 お よび新 生

仔 を使 用 した.交 配後,膣 栓 あ るいは膣 内 に精

子 を確 認 で きた 日を妊 娠1日 目(E1),出 生 日

をP 0と した.E17以 前 に子 宮 よ り摘 出 した胎

児は,実 体 顕微鏡 下 で脳 を剖 出 し髄 膜 を切 開後,

直 ちにZamboni液 に 入 れ て 脳 全 体 を24時 間

(4℃)浸 潤 固定 した.E18以 降 の胎 児 お よび

生 後 の ラ ッ トは心臓 左心 室 よ り生 食水10mlを 潅

流 して駆 血後,続 けてZamboni液150-200ml

を20-30分 間 かけ て潅 流 し全 身 を固定 した.潅

流 固定 後,脳 を取 りだ し,新 しいZamboni液

(4℃)で 更 に5時 間後 固定 した.そ の後,脳

は20%シ ョ糖 添加 リン酸緩衝 液(pH 7.4, 4℃)
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に2-3日 間侵 潰 してcryoprotectし,ク リオ

ス タ ッ トに よ る12μm厚 矢 状 断凍結切 片 を作成

した.切 片 を正常 血清 で30分 間ブ ロ ッキ ング し

た後,抗 トポ Ⅰ抗体(ヒ ト由 来),抗 トポⅡβモ

ノ クロー ン抗 体(MAb 3 B 6,名 古 屋大 学医学

部,菊 池詔彦 教授 よ り供 与)な い し抗 カル ビン

ジン抗 体(ウ サ ギ由来,新 潟大学,桑 野 良三助

教 授 よ り供与)を12時 間,室 温 で作 用 させ た.

切片 はPBS-Txで 洗 っ た後,ABC法(avidin

biotin-peroxidase complex kit, Vector社)に

よる免 疫組 織化 学 反応 を施 し,0.05% DAB (3.31

diaminobenzidine)と0.1% H2O2で 発 色 させ

た.免 疫染 色 された切 片 は必要 に応 じて,0.5%

 cresyl violet水 溶液 で後染 色 を施 した.

正 常 ラ ッ トに おけ る小脳板 の発 生過 程 は,教

室所蔵 の ラ ッ ト胎 児(E12-22)の 矢状 断連 続ヘ

マ トキ シ リン染色 標本(パ ラフィ ン埋 包,7μm

厚)を 用 い て観察 した.

所 見

1) 小 脳板 の発生過 程:菱 脳 前 背側部 は菱脳峡

を形成 す るため に脳 室側 に隆起 して くるが,

小脳 板(cerebellar plate,小 脳 原 基)は この

菱脳 峡 隆起 部の 尾側部 に発 達 して くる.E12で

菱脳 峡 隆起 部が 明瞭 とな7,小 脳板 は円形 な

い し楕 円形 の細 胞核 をもつ暗調 に染 ま る神 経

上皮 細 胞(neuroepithelial cells; ne)が15-

20列 配 列す る脳 室面神 経上 皮細 胞 層(NEL)

のみか ら構 成 されて い る.NELの 内,脳 室 に

面 した最 腹側 のneに は分 裂像 が 多 く認め ら

れ た(Fig. 1 A).菱 脳 峡 隆起尾 背側 の 第四脳

室脈 絡組 織 に脈絡 叢(pl)が 出現 して脳 室側 に

突 出す る よ うに な ったE14で は,NEL背 側 に

明 る く染 ま る10-12列 の細 胞集 団(cn)が 認

め られ,中 間層(intermediate layer; IML)

が形 成 され てい た(Fig. 1 B).E15に な る と

小 脳板 は大 き くな り,IMLで はcnの 腹 側 に

下小脳 脚 由来 の線 維層 が認 め られ る よ うに な

り,さ らに この線 維層 とNELと の間 に明調

の細 胞集 団(pc)が 出現 しは じめ る(Fig. 1

 C). pcが 増加 す るにつ れ,NELは 減少 して

い き,E16以 降 のNELは5-6層 とな り,小

脳 板尾 側端 のgerminal trigone (GT)を 除

き分裂像 を呈す るneも 非常 に少 な くなる(Fig.

 1 D, E).こ の時期 にはGTに 接 す る小脳 板

背側 表面 に は暗調 の細 胞集 団が 現れ,数 層 の

細胞 層 として小 脳板 背側 表 面 を覆 いなが ら前

方 に広が り,外 胚芽 層(external germinal

 layer; EGL)を 形成 す る(Fig. 1 D). IML

は厚 さを増す が線維 成分 も増 えて,pcの 分 布

密度 はNELやEGLよ りもず っ と低 く散 在

性 となる.EGLはE17-19に は小 脳板 背側 表

面全体 を覆 うよ うに な り,6-8列 の細胞 層

とな る(Fig. 1 F). IMLの 背 側部 でEGL

の接 す る部 分 で は,pcが3-4列 集 積 して

EGLを 裏 打 ち し,将 来の プル キ ンエ細胞 層

(PCL)を 形成 す る.EGLとPCLと の 間に

は極 く狭 い無染 色 層(将 来の分 子層,MOL)

が認 め られ る(Fig. 1 G). E22な い しP 0

の小 脳板 で は,primary fissure等 の小 脳溝 と

小葉 形成 が ま じま り,EGL(6-10層),MOL,

 PCL(5-6層)お よびIMLが 明瞭 に区分 さ

れ る.IML背 側 部 は生後EGLか ら下 降 した

細胞 が顆粒 層(granule layer)を 形成 す るが,

IMLの 腹側 部 は細 胞の分 布密 度が減 少 し,線

維 の量 が増加 してP 1以 降 は髄質 層(medul

lary layer, ML)と な る.他 方,NELで はne

がな くな り1層 の上衣 細 胞層(EP)と な る(Fig.

 1 H).

2) Calbindinお よびDNAト ポイ ソ メラー ゼ

の発 現:抗calbindin抗 体 に よ る免疫 染色 で

は,E15ま での小脳 板組 織 にはcalbindin様 免

疫組 織化 学 反応 陽性構 造物 は全 く認 め られず

(Fig. 2 A), E16以 降のPCLの 全 細 胞,IML

内の楕 円形 の細 胞核 を持 ち,そ の長軸 を小 脳

板表 面 に向 け た細 胞 お よび 多 くの線維 が 陽性

反応 を示 した(Fig. 2 D, Fig. 3 A, D).

しか しなが ら,NELやEGLの 細 胞,さ らに

IML内 の 若干 の細 胞はcalbindin様 免疫組 織

化学 反 応は非常 に低 いか陰性 であった(Fig. 2

 D, arrows).

トポ Ⅰお よび トポⅡβの小脳 板 での発現 を各特

異抗体 を用 い て免疫 組織 化学 的 に観察 した とこ

ろ,ト ポ Ⅰは,小 脳板 のNELで はE15に 散 在性

に極 く少数 の細 胞が 陽性 を呈 しは じめ(Fig. 2

 B arrows). E16以 降はNELの 多 くの 細胞 で
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Fig. 1 Sagittal sections showing the developing cerebellar plate. A and B; E14, C; E15, D; E16, E and
 F; E17, G; E19, and H; E22. Hematoxylin staining. Bars in A and E, and in others indicate 100,

 and 200um, respectively.
Abbreviations: EGL; external germinal layer, EP; ependyme, GT; germinal trigone, IML;
 intermediate layer, ML; medullary layer, MOL; molecular layer, NEL; neuroepitheliar layer,

 PCL; layer of Purkinje cells, 4v; 4th ventricle, cn; differentiating cells to form the cerebellar
 nuclei, pc; differentiating Purkinje cells, ne; neuroepitheliar cells, pl; choroidal plexus. Arrows
 in A indicate proliferating neuroepitheliar cells.
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免 疫染 色性 が 続 いた.GTと な るNEL尾 端部

では トポ Ⅰ陽性 細 胞がやや 多 く認め られた(Fig.

 2 E, GT). EGLで はE17以 降 に少数 の細 胞 で

免 疫染 色性 が み られた(Fig. 2 E, Fig. 3 B).

 E17のIML中 で は一 部 の細 胞が トポ Ⅰ陽性 を

示 し,E19に な る と多 くの ものが 強 い免疫染 色

性 を示す よ うにな るが,こ れ らの 細胞 は楕 円形

あ るい は卵 円形 の細 胞核 を もち,そ の 多 くが長

軸 を小 脳板 外 表面 に向け ていた(Fig. 2 E). IML

中 の トポ Ⅰ陽性細 胞 はE20以 降P 0に 至 る まで

認 め られ た(Fig. 3 B, E). E17のPCLの 細

胞 で トポ Ⅰ陽 性 を示 しは じめ,E19以 降,ト ポ

Ⅰに対 す る免疫染 色性 は増加 して い た(Fig. 3

 B).

Fig. 2 Sagittal sections through the cerebellar plate in E15 (A-C) and E17 (D-F). A and D; immuno

stained with anti-calbindin antibody, B and E; anti-topo ‡T antibody, and C and F; anti-topo ‡U/ƒÀ

 antibody. Bars indicate 100ƒÊm. The cerebellar plate in E15 shows no immunoreactivity to

 calbindin (A). Strong immunoreactive cells were observed in E15 with anti-topo ‡T antibody (B, 

arrows). See abbreviations in Fig. 1.

E15ま での小脳 板 組織 では トポⅡβに対す る免

疫染 色性 は非常 に低 か った(Fig. 2 C) E16の

NELお よびIMLの 細 胞 で免疫 染色性 を しめす

ものが み られ は じめ,E17以 降 ではPCL, GT

に も トポ Ⅱβ陽 性細 胞が 認め られ た(Fig. 2 F).

 IMLやPCLの トポ Ⅱβ陽性 細胞 の免 疫染 色性

はE19以 降 増 強 したが,特 にIML内 の 陽性細

胞 の細 胞核 は楕 円形 な い し卵 円形 で長 軸 を小脳

板 外表 面 に向 けて い る ものが 多か った.IML内

の細 胞 では トポ Ⅱβに対す る免疫 染 色性 を示 さな



胎 生期 小脳 発生 と トポ イ ソメラーゼ の発現　 109

い もの も相 当数 み られ た(Fig. 2 F). NEL,

 GT, IMLお よびPCLに おけ る トポ Ⅱβ陽性細

胞の 出現 時期 は トポ Ⅰ陽性細 胞 の それ と類 似 し

て いたが,EGLで は両者 の発 現時期 は大 き く異

な ってい た.ト ポ ⅠはE17のEGL細 胞 です で

に陽性 を示 してい た(Fig. 2 E)が,EGLに お

け る トポ Ⅱβ陽性細 胞 はE22以 降に なって,初 め

てEGL腹 側1/2部 に認 め られ る よ うに なった

(Fig. 3 C).ト ポ Ⅰ陽性 細胞 はEGL全 層 で認

め られ たが(Fig. 3 B). EGL背 側1/2部 の細

胞 は トポⅡβに対 す る免疫染 色性 は極めて低か っ

た(Fig. 3 C).

Fig. 3 photomicrographs of parasagittal sections of the developing cerebellar cortex on E22. A and D;

 immunostained with anti-calbindin antibody, B and E: anti-topo ‡T antibody, and C and F;

 anti-topo ‡UƒÀ antibody. Arrowheads indicate the primary fissure. No calbindin-immunopositive

 cell in EGL (A), but many topo I-positive cells theroughout the layer (B). Note immunopositive

 cells to topo ‡UƒÀ (C) in the ventral half of EGL. Bars in C and F indicate 100 and 500ƒÊm,

 respectively. See abbreviations in Fig. 1.

なお,E22以 降の 幼若 な小 脳皮 質 で小 脳 溝が

形 成 され分葉 化 が起 こ るが,calbindin陽 性 細胞

はすべ て の小 葉 に均 等 に分 布 してい た(Fig. 3

 D)の に反 し,ト ポ Ⅰお よび トポ Ⅱβ陽性細 胞 の



110　 小 川 誠

分布 は均 等 で は な く,発達 の遅 れ てい る小 葉(後

葉)で 多 くみ られ た(Fig. 3 E, F).ま た,胎

児期 小 脳板 におけ る トポ Ⅰお よび トポ Ⅱβの細 胞

核 内分 布 は,今 回作 製 したDAB-H2O2発 色 標

本 で は,い ずれ も細 胞核 内 に強 く均 一 にみ られ,

核 小体 にの み局 在す る像 や核 小体 が染 まらず透

明に抜 け た像 は認め られなか った.し たが って,

核 質 お よび核 小体 の両者 が 同程 度 の強 さで免 疫

染 色 され てい る もの と考 え られ た.

考 察

ラ ッ ト胎 児期 に おけ る小脳 原基(小 脳 板)の

発 達 は,神 経上 皮 層(NEL)背 側 に明調 細 胞が

認め られ る よ うに な る胎 生13日 目(E13)よ り

始 ま る とされ て い る11).教室所蔵 の標 本 で も,E

12の 小 脳板 はNELの みで あ るが,E14で は そ

の背側 に少 数 の明調 細 胞(cn)が み られ,中 間

層(IML)が 形成 され てい た.E15に な る と,

IMLに は明 る く染 ま る別 の細胞 集団(pc)が み

られ るよ うにな るが,cnと の間 には線維 層 がみ

られ る.Altmann & Bayer12)は,cnに 相 当す

る細 胞 はE13頃 に小 脳板 の腹 外側部 に は じめ に

出現 し,や が て背 内側 部 へ移 動 して い くこ とを

観 察 し,腹 外側部 の細胞 集団 をdz 1,背 内側 部

に た まった もの をdz 2と 呼 び,こ れ らは共 に将

来の小 脳核 ニ ュー ロン とな る細胞,E16に 出現

す るdz 3は プ ルキ ンエ細胞 にそれぞれ分化 す る

細 胞 で ある と して いる.Calbindinに 対す る免 疫

組 織化 学法13-16)あ るいはin situ hybridization

法17)よ り,プル キンエ 細胞 は分 化 の早 い時期か ら

calbindin陽 性 とな るこ とが知 られて い る.今 回

の観 察 で,E16以 降にIML中 でcalbindin様

免 疫組 織化 学 陽性反 応 を呈 した細胞 はプル キン

エ 細胞 に分化 しなが ら移 動 中の細 胞[pc, Alt

mann & Bayer12)のdz 3に 相 当す る]で あ り,

calbindin様 免疫 組織 反応 陰性 の ものは小脳 核ニ

ュー ロ ンとな る細 胞[cn, Altmann & Bayer12)

のdz 2, 3に 相 当す る]で あ ると考 え られ た.

Enderlinら14)は,E15ラ ッ トの小脳 板外 尾側 部

にcalbindin様 免 疫組 織化 学 陽性細 胞 を認 め,

これ らは小脳核 ニ ュー ロンに なる細 胞 であ るが,

E21ま でに はcalbindinに 対す る免 疫染 色性 は

失 わ れ る として い る.小 脳核 ニュー ロン はE13

ない し14に 神経 上皮 層 の背側 に分 化 して くるが,

今 回の観 察でこの時期の小脳 板 内にcalbindin様

免疫 組織 化学 反応 陽性 を示 す細 胞 は全 く認め ら

れ ず,ま た,pcが 陽性 とな るE16以 後にIML

内の全 ての細 胞が 陽性 反応 を示 す こ と もなか っ

たので,小 脳核 ニ ュー ロ ンに分 化 す る細 胞(cn)

にcalbindinが 一 過性 に発 現す る可能性 は極 め

て低 い と考 え られ る.

今 までに報 告 され て いるDNAト ポイ ソメ ラ

ー ゼの細 胞核 内局 在 に関 す る形 態学 的解 析 は
,

ほ とん どが培 養細 胞 で なされ てお り,発 生途 上

の 組織 内 で の局 在 に 関 す る報 告 は極 め て少 な

い4,9,10).小 脳板 における トポ Ⅰ様 免疫 組織 化学 陽

性細 胞 は,E15の 神 経 上皮 層(NEL)で 検 出 さ

れ は じめ,E16でNELの 全 細 胞 が陽性 を示 し

た.一 方,ト ポ ⅡβのNELで の検 出は トポ Ⅰの

それよ り一 日遅 れたE16か ら始 まっていた.NEL,

 GT, IMLお よびPCLに お け る トポ Ⅱβ陽性細

胞 の出現 時期 は トポ Ⅰ陽性 細胞 の それ と類似 し

て いたが,E17に 形 成 され始め る外胚 芽層(EGL)

で は両者 の検 出時期 は異 な ってい た.ト ポ Ⅰは

E17のEGLで 弱 いが陽性 反応 がす で に認め ら

れ たが,ト ポ Ⅱβに対す る免 疫染 色性 はE22ま で

極 めて低 か った.生 後 発生 過程 で トポⅡαの発現

す るEGL背 側1/2部 の細 胞 層[proliferating

 zone,12,18)]では トポ Ⅱβ陽性 細胞 はほ とん ど検 出

され なか ったが,premigratory zone12,18)に相 当

す るEGL腹 側1/2部 の細 胞 では免疫染 色性 が

認 め られ た.胎 児期小 脳板 に おけ る トポ Ⅰお よ

び トポ Ⅱβの発 見 は核質 に均 等 にみ られ たが,培

養細 胞 の核質 におけ る トポ Ⅰは点状 分布19-22)あ

るいは核 質全 体 に分 布23)すると して いる.Meyer

ら24)は蛍 光免 疫染 色 法で,分 裂期 間 では トポ Ⅰは

核質 内に均質 に分 布 す るが,S期 での み約30%

の 細胞核 で点状 に分布 した と報告 して お り,細

胞分 裂 周期 に よ り トポ Ⅰの局在 様 式は変 化 して

い る.今 回観 察 され た発 生途 上の小 脳皮 質 で,

分裂 周期 か ら抜 け 出 し分 化過程 に入 った幼 弱 な

神 経細 胞 では トポ Ⅰは核 質 に均 等 に分布 してお

り,培 養 細 胞 の分 裂 間期 での所 見 に一 致す る.

しか し,今 回 のDAB-H2O2発 色 ではNEL内

の トポ Ⅰ陽性 細 胞 で も核 質 内に点状 に分 布 す る

免疫 染 色像 はみ られ なか っ た.ま た,ト ポ Ⅰが
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核 小体 に局在 す るこ とが培 養 細胞 で知 られ てい

る5,6,19-22,25,26)が,幼若 な神 経細 胞では核 質 の染 色

性 が非 常 に強 いため,核 小体 が明 瞭 に強 く染 ま

る像 は見 られ なか った.し か しなが ら,細 胞核

全 体 に トポ Ⅰに対す る強 い免 疫染 色性 がみ られ

た今 回の所 見 は,核 小体 に も トポ Ⅰが発 現 して

い る こ とを意 味 してい る.

トポⅡβの細 胞核 内の局 在 につ いては,核 小体

では な く核 質 に分 布す る24,27),核質 では な く核 小

体 に分 布 す る20-22),あ るいは核小体 と核 質 の両

方 に分 布 す る28-30)とす る3通 りの所 見が報告 さ

れて い るが,い ず れ も培 養細 胞 に よる免疫染 色

所 見 を基 に して い る.Chaly & Brown29)は,

固定液 の種類 と濃 度 お よび固定 時間 をそ れぞれ

変 えて 固定処 理 したHeLa細 胞 とヒ ト末梢 血 中

リンパ球 を,数 種 類 の トポ Ⅱβお よび トポⅡαの

抗体 で処 理 して免 疫染 色性 を比較 した結果,ト

ポ Ⅱβの主 た る局在 部位 は核質 であ るが,少 量 の

トポ Ⅱβが核小 体 内に存在 す ることを見 い出 して

い る.ま た,彼 ら29)は抗体 の特 異性 に関 して は,

菊 池 らの作 成 した モ ノクロー ン抗体(MAb 5 A

 7)が 一番優 れ て い る事 を示 して お り,我 々 が

今 回の観 察 で使 用 した抗 トポⅡβモ ノクローン抗

体(MAb 3 B 6)も 菊池 らがMAb 5 A 7と

同時 に作成 した もの で あ り,高 い特 異性 を有 し

て いる.胎 児期 小脳 原基 での トポⅡβは,ト ポ Ⅰ

同様,神 経上 皮 層(NEL)か ら離 れて移 動 し分

化 しは じめ た幼 弱 なプル キ ンエ細胞 の核 質 と核

小 体 とに均 等 に強 く発 現 して い た,一 方,外 胚

芽 層(EGL)の 細胞 での両 者 の発現 時期 は異 な

り,germinal trigone (GT)で 分 裂 後,小 脳板

表面 を移動 してEGLを 形 成 しは じめ たE17で

トポ Ⅰの発 現 は既 にみ られ たが,ト ポⅡβの方 は

遅 れ てE22以 降 で あっ た.EGLで の発現 部位 も

トポ Ⅰは全 層 に認め られ たの に反 し,ト ポ Ⅱβの

発 現 は,表 層 での細胞分 裂 が終 わ って顆粒 細胞

へ の分化 過程 に入 った細胞 が集積 す るEGL腹

側1/2部[premigratory zone12,18)]に 限局 し

て いた.こ の こ とか ら,ト ポ Ⅰと トポ Ⅱβは と も

に発生 途上 の幼 弱 な細 胞 の核 質 お よび核小 体 で

のDNA代 謝 に関 与す るが,ト ポ Ⅱβは細 胞分

化 と密 接 な関係 をもって発 現 して い る と考 え ら

れ た.

結 論

1. 小 脳 原基(小 脳板)の 神経 上皮 層 では胎生

15日 目(E15)に トポ Ⅰが,E16に トポⅡβが

それ ぞれ免疫 組織化 学 的に検 出 され た.

2. E16の 中間層[外 套 層]内 の将 来プ ル キ ン

エ細胞 に分 化 す る細胞 で,calbindin,ト ポ Ⅰ

および トポ Ⅱβ陽性 細 胞がそれ ぞれみ られは じ

め,E19の プル キ ンエ 細胞 層 でcalbindinお

よび トポ Ⅱβの免疫染 色性 は 強 くなっていた.

3. E16にgerminal trigoneか ら増 殖 した細 胞

が小脳板 外 表面 を被 って外胚 芽 層(EGL)を

形 成 しは じめ るが,免 疫組 織化学 的 に検 出 さ

れ る トポ Ⅰの発現 はE17でEGL全 層 に散 在

性 に認 め られ たのに反 し,ト ポⅡβの発現 はE

22に な ってEGL腹 側1/2部 の 細胞 にのみ認

め られ た.

4. 小脳 板組 織の幼 若 なニ ュー ロ ンにお け る ト

ポ Ⅰお よび トポ Ⅱβの分布 は,核 質 お よび核小

体 の 両方 に認め られ,共 にDNA代 謝 に関 与

す るが,ト ポⅡβはニ ュー ロン分 化 と特 に密接

な関係 を もって いる と考 え られ た.

ご指導 を賜 りました徳永叡教授,筒 井公子講師に心
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DNA topoisomerases are enzymes that catalyze topological changes of DNA by transiently 

cleaving one (topo ‡T) and a pair of complementary DNA strands (topo ‡UƒÀ), participating in 

cellular transactions of DNA. Expression of both enzymes in the developing cerebellar plate 

in rat embryos was studied immunohistochemically. Neuroepithelial cells in the ventricular 

layer expressed topo ‡T and topo ‡UƒÀ on embryonic day 15 (E15) and E16, respectively. On E 

16-22, cells in the intermediate layer (IML) are known to undergo extensive differentiation to 

become Purkinje cells and deep cerebellar neurons. Many IML cells, immunostained with not 

only anti-topo ‡T and- ‡UƒÀ but also-calbindin antibodies, were differentiating and migrating to 

form the Purkinje cell layer. Cells in the external germinal layer (EGL) on E17, originating 

from the germinal trigone and spreading over the surface of cerebellar plate, expressed topo 

‡T on E17. Topo ‡UƒÀ immunoreactive cells, however, were not readily recognized in EGL untill 

E22. The topo ‡UƒÀ immunopositive cells resided in the ventral half of the layer, corresponding 

to the premigratory zone of postnatal EGL. These date suggest the involvement of topo ‡T and 

‡UƒÀ in DNA metabolism associated with cerebellar development in embryos, especially that of 

topo ‡UƒÀ in the processes of neuronal differentiation.


