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
　　　　　　　　　　　　申請者　氏名　○○大学　総長　○○　○○　　　印
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
	　Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)タンパク質を発現するセンダイウイルスの開発


	

	
	第二種使用

等をする場

所
	 名称
	　○○大学○○部○○研究棟○○講座○○階○○実験室(P3)及び
同大学○○部○○号館地下○○階○○実験室(P2)


	

	
	
	 所在地
	 郵便番号○○○○　○○○○○○○○○○

	

	
	
	
	 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○○系研究科　○○
	

	
	
	
	 氏名


	　○○○○
	

	
	
	
	 住所
	 郵便番号○○○○　○○○○○○○○○○　○○大学○○
	

	
	
	
	
	 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
	　○○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．植物等使用実験

（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
	HCVタンパク質をコードする遺伝子を導入したセンダイウイルスを哺乳動物由来の細胞に感染させ、そのタンパク質の持つ機能及び性状を解析する。


	
	
	 概要
	HCVのcDNAを元に、HCVゲノム中のタンパク質をコードする遺伝子をセンダイウイルスの発現ベクターに組み込む。概要および遺伝子組換え生物等及び拡散防止措置の一覧表を別紙１および別紙２に示す。
	

	
	
	 確認を申請する

 使用等
	自立的な増殖力、感染力を保持したウイルスとして組換えセンダイウイルスベクターと組換えワクシニアウイルスベクターが二種省令別表第一第一号へに該当する。また同ウイルスの発育鶏卵への接種は動物使用実験の大臣確認要件 二種省令第一第三号イに該当する。


	

	 遺伝子組換え

 生物等の特性
	 核酸供与体の特

 性
	　Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)は、フラビウイルス科・ヘパシウイルス属のウイルスであり、全長約9.5kbのプラス１本鎖RNA遺伝子をゲノムとして持つ。一般に持続感染すると慢性化し、長い年月を経て肝硬変や肝細胞癌を引き起こすことが知られている。HCVの実験分類はクラス２に該当。T7ファージは全長約40kbの２本鎖DNAをゲノムとし、細菌を宿主とするためヒトへの病原性はないと考えられる。T7ファージの実験分類はクラス１に該当。センダイウイルスは全長約15kbの１本鎖RNAをゲノムとするパラミクソウイルスの１つであり、マウスやラットを自然宿主とするためヒトへの病原性は否定的である。センダイウイルスの実験分類はクラス２に該当。


	

	
	 供与核酸の特性
	①HCV遺伝子はIRESを含む5’non coding regionと10個のタンパク質（Core,E1,E2,p7,NS2,NS3,NS4A,NS4B,NS5A,NS5B）をコードする遺伝子、そして3’non coding regionから成る。組換えセンダイウイルスでは、タンパク質をコードする遺伝子のみを用いるため感染性のHCVが産生されることはない。

（各供与核酸の特性）

core：核酸を取り囲むウイルス構造蛋白。E1,E2：ウイルスのエンベロープに存在する膜タンパク質で、宿主レセプターと結合する。P7：イオンチャンネルとしての機能が報告されている。NS2,NS3：ウイルス蛋白を切断するプロテアーゼ活性を持つ。NS4A：NS3の補助因子。NS4B：機能不明。NS5A:インターフェロン感受性決定部位。NS5B：RNAポリメラーゼ。

使用するHCV遺伝子とaccession number

MA (2b) strain (No.=AB030907)

MILE (1b) strain (No.=AB080299)

JFH1 (2a) strain (No.=AB114136)

②T7バクテリオファージ

使用する遺伝子は、RNAポリメラーゼ領域 (No.=AB030907)
	

	
	ベクター等の特性
	pUC由来プラスミド：ColE1系プラスミドで、アンピシリン耐性遺伝子をもつ。ヒトに対する病原性遺伝子を持たない。

accession number:U03991
	

	
	 宿主等の特性
	大腸菌(Escherichia coli,JM109株もしくはDH5株)：K12株由来の大腸菌使用のためヒトへの病原性はない。実験分類はクラス１に相当。

センダイウイルス(Sendai virus)：特性は別紙３参照。実験分類はクラス２に該当。
ワクシニアウイルス(Vaccinia virus) ：特性は別紙３参照。実験分類はクラス２に該当。
	

	
	 遺伝子組換え生 

 物等の特性（宿

 主等との相違を

 含む。）
	いづれの遺伝子組換え生物も供与核酸が同定済み核酸であり、供与核酸もウイルスゲノムの一部のみを用いるため、供与核酸から感染性を有するウイルスが出来ることはない。またこれまで組換え実験の報告から哺乳動物に対する病原性及び伝達性は本来のセンダイウイルス、ワクシニアウイルスを超えるものではない。別紙３文献参照。


	

	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
	実験に用いるニワトリ発育鶏卵は受精卵を孵卵器で発育させたものであるが、入卵から約１０日でセンダイウイルスを接種し、３～４日で漿尿液を回収するためニワトリにはならず、鶏卵のまま処分される。ニワトリの生物学上の分類は鳥網で実験分類はクラス１である。
	

	拡散防止措置


	 区分及び選択理

 由

	　宿主が大腸菌、ワクチニアウイルスおよびセンダイウイルスの段階（別紙１の概要- 1,2,4）:P2

理由：大腸菌でプラスミドを増やす場合、実験分類ではクラス１に該当するが、P2レベルの実験室で行うことに問題はない。培養細胞への感染では、ワクチニアウイルスの実験分類はクラス2であり、供与核酸はT7バクテリオファージ（実験分類はクラス1）由来のT7 RNAポリメラーゼであり、供与核酸がワクチニアウイルスの病原性を高めるとは考えにくいので、P2レベルの拡散防止措置が妥当であると考える。またセンダイウイルスの実験分類はクラス2の実験分類に該当し、供与核酸はHCV（実験分類はクラス2）由来の一部の蛋白質（供与核酸の特性参照）であり、供与核酸がセンダイウイルスの病原性を高めるとは考えにくいので、P2レベルの拡散防止措置が妥当であると考える。
保有動物が発育鶏卵の段階（別紙１概要- 3）:P2A
理由：宿主および供与核酸はともに実験分類ではクラス2にあたり、動物接種実験を含むためP2Aレベルの拡散防止措置を必要とするものである。また動物接種実験の拡散防止措置は本来P2Aレベルであるが、発育鶏卵は逃亡防止や糞尿処理の問題がないため、P2レベルの実験室で対応可能である。なお感染実験の１部をP3レベルの拡散防止措置がとられた実験室でも行うが、動物培養細胞への感染実験であり本来P2レベルの実験であるので問題はない。
別紙２参照。


	

	
	 施設等の概要
	別紙４の通り。一部の実験をP3レベル実験室で行う。また当該実験において使用される遺伝子組換え生物等をP2レベルの実験室に移動させる際にコンタミネーションがないよう十分注意を払う。


	

	
	遺伝子組換え生物等を不活化するための措置
	オートクレーブによる滅菌（２気圧、121℃、２０分）。なおオートクレーブ不可能な器具や機械類に関しては、使用後に70%エタノール消毒とUV照射を行うと共に実験施設から外へは持ち出さない。やむを得ず出す場合はホルマリン燻蒸を実施する。


	

	その他
	実験予定期間：2004年7月～2010年3月

○○大学組換えDNA実験安全専門委員会　委員長　○○○○○○○○○○

	


別紙１
＜ 概要 ＞

手順

1． HCVのタンパク質をコードする遺伝子（Core,E1,E2,p7,NS2,NS3,NS4A,NS4B,NS5A,

NS5Bのうちのいずれか）（供与核酸）をVタンパク質欠損型センダイウイルスZ株の相補DNAをコードするプラスミドDNAのNotI切断部位に単独挿入し、大腸菌を用いて増幅する（下図参照）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ↓

2． １で得たプラスミドをT7 RNAポリメラーゼ発現ワクチニアウイルスに感染させた動物　　細胞にセンダイウイルスタンパク質L, P, NPをコードするプラスミドと共に遺伝子導入し、ウイルス粒子を再構成させる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

3． 　　２の細胞を発育鶏卵に接種することによって組換えウイルス粒子を増殖させる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

4． 作製したセンダイウイルスを培養細胞に感染させ、その細胞を用いてHCV遺伝子由来の　タンパク質の機能を解析する。

別紙３
＜ 宿主等の特性 ＞

センダイウイルス (Sendai virus;SeV,Hemagglutinating virus of Japan;HVJ)
     パラミクソウイルス科、パラミクソウイルス亜科、パラミクソ属。15,348塩基からなる１本鎖の非分節型マイナス鎖RNAをゲノムとして持つ。マウスやラットを自然宿主とする呼吸器ウイルスで、ヒトに対する病原性は否定的である。センダイウイルスは、取り扱いが容易で培養細胞レベルから個体レベルに至る研究で多く利用されている。

　　　本研究で用いるのは非常によく研究されたZ株であり、さらに人為的塩基置換により、Vタンパク質を産生できない。このようなV(-)ウイルスは培養細胞レベルでは野生型とほぼ変わらない表現型を示すが、個体（マウス）レベルでは弱毒化された表現型を示す。

Accession Number:M30202

（文献）Nagai,Y.,et.al. Paramyxovirus replication and pathogenesis. Reverse genetics transforms understanding Rev.Med.Virol,9,83-99(1999)
Kato,A.,et.al. The paramyxovirus, Sendai virus, V protein encodes a luxury function required for pathogenesis EMBO J, 16,578-587 (1997)
ワクシニアウイルス(Vaccinia virus;VV)

   ポックスウイルス科、チョルドポックスウイルス亜科、オルソポックスウイルス属。約190kbpの線状二重鎖DNAをゲノムとして持つ。天然痘のワクチンとして使用された。本研究においてはウイルス再構成に際してアンチゲノムRNAなどの合成を行うT7 RNAポリメラーゼを発現するワクシニアウイルスvTF7-3(WR株由来)を用いる。

Accession Number :AY243312

（文献）Moss,B., et al. Role of vaccinia virus in the development of new vaccines Vaccine 6,161-163 (1988)
（文献）Calain, P.,et al. Molecular cloning of natural paramyxovirus copy-back defective interfering RNAs and their expression from DNA Virology 191,62-71 (1992)
別紙４

（注）

一部のP2レベルの実験は、上記P3レベル実験室で行う。P2レベルの実験をP3レベル実験室で行うことは差し支えないと考えられる。

別紙２

遺伝子組換え生物等及び拡散防止措置の一覧表

	核酸供与体
	供与核酸
	ベクター
	宿主等
	保有動植物等
	拡散防止措置の区分
	備考

	T7ファージ
	T7ファージのcDNA(RNAポリメラーゼ)
	
	ワクシニアウイルス
	サル由来細胞(LLC-MK2)


	P2


	大臣確認実験

培養細胞への接種実験のため。

	SeV(クラス2)


	SeV全長cDNA


	pUC由来プラスミド
	E.coli K12株由来JM109,DH5株
	発育鶏卵
	P2A


	大臣確認実験

組換えウイルスの産生のため。

拡散防止措置は本来P2Aレベルであるが、発育鶏卵は逃亡防止や糞尿処理の問題がないため、P2レベルの実験室で対応する。

	HCV(クラス2）
	HCV cDNA (core,E1,E2,p7,NS2,NS3,NS4A,NS4B,NS5A,NS5B領域)
	
	センダイウイルス(SeV)


	サル由来細胞(LLC-MK2)

ヒト由来細胞（HeLa細胞、Huh7細胞HepG2細胞、293T細胞）
	P2
	大臣確認実験

組換えウイルスの産生、および培養細胞への感染実験のため。

感染実験の１部をP3レベルの拡散防止措置がとられた実験室でも行う。
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