別記様式（第9条関係）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　※整理番号


第二種使用等拡散防止措置確認申請書
平成○年　○月　○日
　文部科学大臣　殿
氏名　　○○大学　総長　○○　○○　　印　
申請者　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　住所　　○○○○○○○○○○　　　　
　遺伝子組換え生物等の第二種使用等をする間に執る拡散防止措置の確認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律第13条第１項の規定により、次のとおり申請します。
	第二種使用等の名称
	ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスへの変異ポリオウイルス感染実験

	第二種使用等をする場所
	名称
	○○大学大学院○○研究科○○研究室（1013, P2）及び○○培養室（1006, P2）、○○実験室（1009, 1010, P2A）

○○大学大学院○○研究科附属○○センター○○実験室 (E402)（P2A）

	
	所在地
	郵便番号（○○○-○○○○）

○○○○○○○○○○　○○大学○○

	
	
	電話番号　○○-○○○○-○○○○

	事務連絡先
	実験の管理者
	所属機関の名称及び職名
	○○大学大学院○○研究科○○講座　○○

	
	
	氏名
	○○　○○

	
	
	住所
	郵便番号（○○○-○○○○）

○○○○○○○○○○


	
	
	
	電話番号　○○-○○○○-○○○○

	
	
	
	ファクシミリ番号　○○-○○○○-○○○○

	
	
	
	電子メールアドレス　

○○@○○○○○○○○


	
	その他の連絡先
	所属機関の名称及び職名
	国立大学法人・○○大学・○○○○部・○○○○課・○○


	
	
	氏名
	○○　○○


	
	
	住所
	郵便番号（○○○-○○○○）

○○○○○○○○○○


	
	
	
	電話番号　○○-○○○○-○○○○

	
	
	
	ファクシミリ番号　○○-○○○○-○○○○

	
	
	
	電子メールアドレス　

○○@○○○○○○○○


	第二種使用等の目的及び概要
	種類
	１．微生物使用実験　　
２．大量培養実験
３．動物使用実験　　　
（１）動物作成実験
（２）動物接種実験
４．植物使用実験
（１）植物作成実験
（２）植物接種実験
（３）きのこ作成実験
５．細胞融合実験

	
	目的
	ポリオウイルス受容体を発現させたトランスジェニックマウス及びレポーター遺伝子あるいはタグを発現する変異自己複製型ポリオウイルスを用いて感染実験を行い、ポリオウイルスの体内伝播機構および神経病原性発現機構を解明する。

	
	概要
	第二種使用等拡散防止措置確認申請「レポーター遺伝子等を導入した組換えポリオウイルスの作成」において作成した組換えウイルスを動物培養細胞や第二種使用等拡散防止措置確認申請「ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスへの作成と使用」において作成した組換えマウス、非組換えマウス（コントロール用）に対する感染実験を行うことにより、細胞および個体内におけるウイルス複製部位、効率を正確に測定し、ウイルスの体内伝播機構解明および神経病原性発現機構を明らかにする。大臣確認実験をする間は、P2レベル及びP2Aレベルの拡散防止措置を執る。

実験の流れ図は別紙１を参照、遺伝子組換え生物等と拡散防止措置の一覧表は別紙３を参照

	
	確認を申請する使用等
	ポリオウイルス感受性トランスジェニックマウスに対するポリオウイルス感染実験：二種省令別表第一第三号ロに掲げる遺伝子組換え生物等の使用に該当する。

自己複製可能型変異ポリオウイルス：二種省令別表第一第一号ヘに掲げる遺伝子組換え生物等（自立増殖性伝達性を保持したウイルス）の使用に該当する。

	遺伝子組換え生物等の特性
	核酸供与体の特性
	第二種使用等拡散防止措置確認申請「レポーター遺伝子等を導入した組換えポリオウイルスの作成」及び「ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスの作成と使用」において申請したものと同じ。

	
	供与核酸の特性
	同上

	
	ベクター等の特性
	同上

	
	宿主等の特性
	同上

	
	遺伝子組換え生物等の特性（宿主等との相違を含む。）
	同上

	遺伝子組換え生物等を保有している動物、植物又は細胞等の特性
	第二種使用等拡散防止措置確認申請「ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスの作成と使用」において作成したマウス：ポリオウイルス感受性を獲得しているが、その他の点では健常マウスと何ら変わりはない。ポリオウイルス感染により組織中でウイルスが増殖し、麻痺を生じるが、ヒト細胞におけるウイルス増殖力よりもトランスジェニックマウス細胞におけるウイルス増殖力の方が低下している。

動物培養細胞：組換えポリオウイルス感染により細胞内でウイルスが増殖し細胞変性効果を起こす。

非組換えマウス：組換えあるいは非組換えポリオウイルスを投与しても、一般にはほとんどウイルスは増殖しない。


	拡散防止措置
	区分及び選択理由
	第二種使用等拡散防止措置確認申請「ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスへの作成と使用」において作成した組換えマウスに対する第二種使用等拡散防止措置確認申請「レポーター遺伝子等を導入した組換えポリオウイルスの作製」において作成した組換えポリオウイルス感染実験：別表第一第三号イ及びロに掲げる遺伝子組換え生物等の使用であって、P2Aレベルの拡散防止措置を執る。

第二種使用等拡散防止措置確認申請「レポーター遺伝子等を導入した組換えポリオウイルスの作製」において作製した組換えポリオウイルスの使用（マウス組織及び培養細胞への感染実験）：別表第一第一号へに掲げる遺伝子組換え生物等の使用であって、P2レベルの拡散防止措置を執る。

第二種使用等拡散防止措置確認申請「ポリオウイルス受容体発現トランスジェニックマウスへの作成と使用」において作成した組換えマウスに対する非組換えポリオウイルス感染実験：別表第一第三号ロに掲げる遺伝子組換え生物等の使用であって、法令上はP1Aレベルの核酸防止措置をとるものである。（ただし、非組換えポリオウイルスを感染させるのでP2Aレベルの拡散防止措置を執る。）

安全専門委員会の意見

「ポリオウイルス受容体を保有するマウスの核酸供与体はクラス１であり、それ自体の安全性は問題ない。上記マウスはポリオウイルス感受性以外は健常マウスと何ら変わりないため、P1Aでの飼育が妥当と考えられる。ポリオウイルスはクラス2であるので、別途申請の組換えポリオウイルスがP2であれば、感染実験はP2Aが妥当と考えられる。」

その他：遺伝子組換え生物等及び拡散防止措置の一覧表（別紙３）を参照

	
	施設等の概要
	○○大学大学院○○研究科○○研究室（1013, P2）

オートクレーブ、安全キャビネット、ヘパフィルター排気、窓の閉鎖、「Ｐ２レベル実験中」の表示

○○大学大学院○○研究科○○培養室（1006, P2）

オートクレーブ、安全キャビネット、ヘパフィルター排気、窓の閉鎖、「Ｐ２レベル実験中」の表示

○○大学大学院○○研究科○○実験室（1009, 1010, P2A）

オートクレーブ、安全キャビネット、ヘパフィルター排気、窓の閉鎖、「組換え動物等飼育中（Ｐ２）」の表示、ネズミ返しの設置、陰圧アイソラック、紫外線照射本室・エアロック室・前室の設置およびエアタイトドアの設置と空調管理設備の設置

○○大学大学院○○研究科附属○○センター○○実験室 (E402)（P2A）

オートクレーブ、安全キャビネット、ヘパフィルター排気、窓の閉鎖、「組換え動物等飼育中（Ｐ２）」の表示、ネズミ返しの設置、陰圧アイソラック、紫外線照射本室・エアロック室・前室の設置およびエアタイトドアの設置と空調管理設備の設置

詳細は別紙２参照。

なお別紙２実験場所には、安全委員会による承認年月が法制化前の年月で記載されておりますが、これらの実験室は現行の二種省令に記載された拡散防止措置の要件を満たしていることを、平成１６年２月１９日に下記安全委員会で確認しております。

	
	遺伝子組換え生物等を不活化するための措置
	トランスジェニックマウスにおいては、高圧蒸気滅菌器によりオートクレーブ処理（121℃20分）を行う。その他の組換えウイルス、組換えウイルス感染細胞・組織等については、①高圧蒸気滅菌器によりオートクレーブ処理（121℃20分）、あるいは、②10%ホルマリン溶液または2%パラホルムアルデヒド溶液で細胞を固定し、ウイルスを不活化する。汚染したチューブ、チップ、シャーレ等は高圧蒸気滅菌器によりオートクレーブ処理（121℃30分）を行う。

	その他
	実験予定期間：平成○年○月から平成○年○月までの5年間
安全委員会：○○大学組換えDNA実験安全専門委員会　

　　　　　　（委員長　教授　○○○○）

○○大学大学院○○研究科附属○○センター○○の管理者は申請を確認している。

○○大学大学院○○研究科○○実験室の管理者は申請を確認している。


別紙１　　実験の流れ図


[image: image1]
in vitro transcription (T7 promoter)





全行程をP2レベルおよびP2Aレベル実験室内で行い、操作は安全キャビネット内で行う





プラーク数を計数し、ポリオウイルス力価を換算





プラークを染色





クリスタルバイオレット





10%ホルマリン





一晩室温放置





寒天培地をはがす





37℃２日間加温





ウイルスの希釈系列を感染





変異ポリオウイルスストック液





上清を回収





トランスフェクション





37℃２日間加温





細胞と上清を回収し遠心





175cm2ボトルなどでウイルスを増殖させ、プラークアッセイによりウイルス力価を測定





変異ポリオウイルスを感染





経時変化観察、ウイルス力価測定、免疫組織染色











変異ポリオウイルスRNA








pSVA14





T7 プロモーター＋


変異ポリオウイルスcDNA








