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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　本研究では形態学と生化学・分子生物学の両面から、染色体高次構造形成の基本的な仕組みを明らかにし、その結果を最近見いだされてきた染色体構築異常による先天性遺伝疾患の診断や発症機構の解明に適用することを目指し、以下の研究を行った。

　染色体構築因子のなかで実際にクロマチンを姉妹染色分体に構造変換する因子としてコンデンシンが知られているので、酵母two-hybridシステムを用いてコンデンシンに相互作用する分子の検索を行った。コンデンシン複合体のサブユニットのなかでhuman CAP-D3をbaitとしてHeLa cDNAライブラリーをスクリーニングしたところ、酵母細胞におけるtoxicな影響がみられたが、ATPase やDNA結合部位をもつタンパク質など十数個の陽性クローンを得た。これらが実際にヒト細胞で相互作用しているかを現在検討している。

　我々はコンデンシンが欠損すると、姉妹染色分体の形成に異常が生じる。ところが今回、HeLa細胞からsiRNAをもちいてコンデンシンを欠損させても、臨床的な染色体検査ではなんら異常が見いだされないことと、コンデンシンを除去した細胞の複製時期にBrdU を取り込ませると、染色体が正常に凝縮できず、早期分離が引き起こされていることがわかった。これらの結果は、少量のコンデンシンでも染色体は形成されるが、DNAやクロマチン構造に異常が生じた場合、コンデンシンが不足した状態ではゲノム維持と分配の質が低下する、と説明できるとともに、実際のヒト疾患においては染色体の構築異常は、これまでの染色体検索方法では見逃されている可能性が高いことが示された。
 そこで、我々は染色体構築と分離の異常を効率よく見いだす細胞学的手法として「単極性染色体整列検索法」を開発した。この方法を用いて、健常者とコルネリアデランゲ症候群患者の株化リンパ細胞における染色体整列状態を比較したところ、コルネリアデランゲ症候群に由来する細胞では異常な、もしくは不完全な整列を示す細胞が健常者よりも多く観察された。したがって、単極性染色体整列法を用いた染色体動態の検索は、形態的な染色体異常は示さないが、染色体構築や分離、細胞周期進行に異常をもつ疾患の診断や発症機構の解明に貢献できる可能性があると考えている。
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	欧文概要　ＥＺ

  In this study, we studied the basic mechanism of chromosome assembly by a combination of morphological and biochemical/molecular approaches, and their new findings are applied to clinical diagnosis of congenital/genetic diseases involved in chromosomes assembly and segregation.

  First, we screened a human cDNA library by means of yeast two-hybrid system, and got a 10-20 clones which could interact with human CAP-D3 subunit of condensin complexes. Condensin is well known as an important factor for chromosome assembly in mitosis. In vivo interaction between the positive clones and condensin CAP-D3 are examined in progress.

 Second, we examined morphological defect in condensin-depleted HeLa cells depending on procedures of chromosome preparation. Clinical cytogenetics can not detect any morphological change in the chromosome, whereas condensin-depleted and BrdU-incorporated cells showed defects of chromosome assembly and segregation. These results suggest that some of human diseases correlated with defects of chromosome dynamics have been ignored so far, thus, development of method for study of chromosome assembly and segregation is significant in clinical aspect. 

 Then, we developed a new method for check of chromosome assembly and segregation by a combination of monastrol treatment and low speed centrifugation, producing monopolar arrested metaphase. In this preparation, cells suffering from defects of chromosome dynamics are easily discernible from those with normal. In fact, we found defects in chromosome alignment in cells derived from Cornelia de Lange syndrome. Therefore, the monopolar observation may be a useful tool for the evaluation of the quality of chromosome dynamics in the clinical context human disorder with a new type of chromosome abnormality.
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