別記様式（第9条関係）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　※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
	ポリオウイルス構造領域発現ワクシニアウイルスベクターによる構造領域等欠損ポリオウイルス変異株の増幅

	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）

	
	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
	○○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
	ワクシニアウイルスベクターからポリオウイルス構造蛋白質を供給することにより、構造領域を欠損したポリオウイルスゲノムから粒子形成されることが報告されている。しかし、この欠損ポリオウイルスでも、細胞に感染すると複製型ポリオウイルスと同様に細胞変性効果を起こすことが知られている。これまでに、細胞変性効果の原因となるウイルス蛋白質が報告されている。そこで、そのウイルス蛋白質までを欠損させたポリオウイルスを作ることができれば、細胞変性効果を起こしにくく、神経病原性の低い欠損ポリオウイルスとなる可能性が高い。また、ポリオウイルスゲノムが長すぎると粒子にパッケージングされなくなるので、より大きな外来遺伝子を欠損部位に挿入するためには、ポリオウイルスゲノムをどれだけ欠損させられるかを知る必要がある。そこで、ポリオウイルスゲノムのどこまでを欠損させ外来遺伝子を導入することができるかを検討すると同時に、より神経病原性の低い欠損ポリオウイルスベクターを開発することを目的とする。

	
	概要
	組換えワクシニアウイルスVVP1は、ポリオウイルス１型強毒Mahoney株の構造蛋白質を発現するベクターである。（このウイルスは、米国より譲渡されたものであり、今後当研究室で新たに別構造の組換えワクシニアウイルスベクターを作製する予定はない。）このVVP1からポリオウイルス構造蛋白質を供給することにより、構造領域および非構造領域の一部に各種の欠損を導入した非自己複製型ポリオウイルス変異株の粒子を形成させる。同時に、ポリオウイルスにHCV IRESを導入したキメラウイルスおよびポリオウイルスにEMCV IRESを導入したキメラウイルスについても、同様に構造領域および非構造領域の一部に各種の欠損を導入した非自己複製型ポリオウイルス変異株の粒子を形成させる。なお、実験の過程で自己複製型組換えポリオウイルスが産生される可能性はない。これらの粒子を増幅し、動物培養細胞に感染させ、細胞変性効果（細胞毒性）がより少なく、かつ細胞内での複製効率の高い変異株を選抜する。その変異株の欠損部位に外来遺伝子を導入したものを作製し、細胞変性効果の少ないベクターとして使えるかどうかを動物培養細胞内で確認する。

実験の流れ図及び遺伝子組換え生物等と拡散防止措置の一覧表は別紙１及び別紙５参照

	
	確認を申請する使用等
	自立的な増殖能および感染能を保持した組換えワクシニアウイルス（二種省令別表第一第一号ヘに掲げる遺伝子組み換え生物等の使用に該当する）の作成と使用。

	遺伝子組換え生物等の特性
	核酸供与体の特性
	①Poliovirus１型Mahoney株：ポリオウイルス（クラス２）。ヒトに感染。小児まひの原因ウイルスであり、神経病原性を持つ。

②ヒト：Homo sapiens sapiens脊索動物門 哺乳網 霊長目ヒト科（クラス１）

③マウス：Mus musculusネズミ科ネズミ亜科ハツカネズミ属（クラス１）

④ラット：Rattus norvegicusネズミ科ネズミ亜科クマネズミ属（クラス１）

⑤オワンクラゲ：Aequorea coerulescens Brandt腔腸動物門ヒドロ虫綱ヒドロ虫目軟クラゲ亜目オワンクラゲ科（クラス１）

⑥六放サンゴ：Cnidaria Hexacorallia　刺胞動物門花虫網六放サンゴ亜網（クラス１）

⑦大腸菌：Escherichia coli　腸内細菌科エッシェリッヒア属（クラス１）

⑧ウミシイタケ：Renilla reniformisウミエラ目無柄亜目，ウミサボテン亜目（クラス１）

⑨ホタル： コウチュウ目ホタル科（クラス１）

⑩HCV：C型肝炎ウイルス、フラビウイルス科ヘパシウイルス属（クラス２）、ヒトに感染。肝炎、肝癌を引き起こす。

⑪EMCV：脳心筋炎ウイルス、ピコルナウイルス科カルディオウイルス属（クラス２）、霊長類，鳥類，節足動物，野性動物および家畜，ヒトに感染。脳心筋炎を引き起こす。

	
	供与核酸の特性
	①ポリオウイルス構造蛋白質遺伝子：相補的デオキシリボ核酸、ポリオウイルス粒子の外殻を形成し細胞毒性有り、2.6kb、アクセションナンバー：Mahoney:V01149

②-a eIF4G：相補的デオキシリボ核酸、アクセションナンバー：Q04637,D12686(eIF-4G1P220)、NP_886553,NP_937884(eIF4G isoform1)、NP_937887 (eIF4G isoform2)、NP_937885 (eIF4G isoform3)、NP_004944 (eIF4G isoform4)、P78344(DAP5)

②-b PABP：相補的デオキシリボ核酸、アクセションナンバー：AAD08718 (PABP)、P11940, NP_002559 (PABP1)、Q15097 (PABP2)、AAH27617 (PABP3)、Q13310 (PABP4)、Q96DU9 (PABP5)

②-c eIF4E：相補的デオキシリボ核酸、アクセションナンバー：AAH12611

②-d eIF4A：相補的デオキシリボ核酸、アクセションナンバー：NP_001407、NP_001958

②-e eIF3：相補的デオキシリボ核酸、アクセションナンバー：U54562、U96074
②-f HGF：hepatocyte growth factor。神経栄養因子としても働く。相補的デオキシリボ核酸、2.2kb、アクセションナンバー：E03083、X16323、X57574、M60718、M29145
③XIAP：X染色体連鎖アポトーシス阻害蛋白質。相補的デオキシリボ核酸、1.5kb、アクセションナンバー：U45880
④ラットBDNF：Brain derived neurotrophic factor。神経栄養因子。相補的デオキシリボ核酸、0.7kb、アクセションナンバー：D10938
⑤GFPおよびその誘導体：蛍光蛋白質。相補的デオキシリボ核酸、0.6kb、アクセションナンバー：U55762
⑥RFPおよびその誘導体：蛍光蛋白質。相補的デオキシリボ核酸、0.7kb、アクセションナンバー：AY059642
⑦-a CAT：クロラムフェニコールアセチルトランスフェレース。アセチルCoAのアセチル基を転移させる酵素。相補的デオキシリボ核酸、0.8kb、アクセションナンバー：E09024
⑦-b β-GAL：βガラクトシダーゼ。乳糖分解酵素。相補的デオキシリボ核酸、3kb、アクセションナンバー：V00296
⑧ウミシイタケLuciferase：発光酵素蛋白質。相補的デオキシリボ核酸、0.9kb、アクセションナンバー：M63501
⑨ホタルLuciferase：発光酵素蛋白質。相補的デオキシリボ核酸、1.7kb、アクセションナンバー：D25415、D25416、E08319、E08320
⑩HCV IRES：HCVの蛋白質翻訳開始に必要な領域。相補的デオキシリボ核酸、0.7kb、HCV IRES cDNAを含むpC1bの配列は別紙３参照。

⑪EMCV IRES：EMCVの蛋白翻訳開始に必要な領域。相補的デオキシリボ核酸、0.6kb、EMCVアクセションナンバー：X87335、X74312、M81861
インフルエンザウイルスヘマグルチニンタグ：合成核酸、ヘマグルチニンアクセションナンバー：S71730、タグアミノ酸配列：YPYDVPDYA
ヒスチジンタグ：合成核酸、アミノ酸配列：HHHHHH

FLAGタグ：合成核酸、アミノ酸配列：DYKDDDDKC
VSV-Gタグ：合成核酸、アミノ酸配列：YTDIEMNRLGK

cMycタグ：合成核酸、アミノ酸配列：EQKLISEEDL
人為的変異：合成核酸、ポリオウイルスゲノム上への任意の変異挿入・置換（ポリオウイルスIRES領域、構造領域、非構造領域、3’非翻訳領域への変異の挿入・置換）

	
	ベクター等の特性
	pSC11：大腸菌ワクシニアウイルスシャトルベクター（B1）。宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。ワクシニアウイルスゲノムとは相同組換えを起こす。構成は別紙２参照。

pSVA14：pBR322オリジンプラスミド（B1）。宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。構成は別紙２参照。

	
	宿主等の特性
	E. coli：大腸菌K12株由来ED8768株、JM109株、HB101株（クラス１）。実験室外で増殖不可能、無性生殖、ヒトへの病原性無し、有害物質の産生性無し、栄養要求性、薬剤耐性なし、保持するプラスミドにより薬剤耐性が付与される。宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。

ワクシニアウイルス：ポックスウイルス科、オルソポックス属（クラス２）、実験室外でもヒト、サル、ウサギ、ヒツジ、ウシなどに感染増殖可能。天然痘ウイルスが変異し、ヒトへの病原性が弱まり、ウシ、ウサギの皮膚でよく増殖するように変異したもの。宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。

ポリオウイルス：ピコルナウイルス科、エンテロウイルス属（クラス２）、自然宿主はヒトのみだが、サル、ポリオウイルス受容体トランスジェニックマウスも感受性を持つ。宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。

	
	遺伝子組換え生物等の特性（宿主等との相違を含む。）
	ワクシニア組換えウイルス：ポックスウイルス科、オルソポックス属（クラス２）、実験室外でもヒト、サル、ウサギ、ヒツジ、ウシなどに感染増殖可能。ポリオウイルス構造蛋白質を発現するようになり、ワクシニア本来の細胞毒性に加え、これらの蛋白質による細胞毒性を示す。

組換え欠損ポリオウイルス：ピコルナウイルス科エンテロウイルス属（クラス２）、実験室内でのみ増殖可能、宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。組換え欠損ポリオウイルスにおいては、構造領域が供給されない限り、１代限りの感染しか成立せず、一般に初回感染細胞においての病原性も低下するが、欠損ポリオウイルスへの挿入配列によって病原性、複製効率及び組織特異性が変化する可能性もある。

組換え欠損HCVキメラポリオウイルス：ポリオウイルス（ピコルナウイルス科エンテロウイルス属（クラス２））とHCV（C型肝炎ウイルス、フラビウイルス科ヘパシウイルス属（クラス２））のキメラウイルスに欠損を入れたもの。実験室内でのみ増殖可能、宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。組換え欠損ポリオウイルスにおいては、構造領域が供給されない限り、１代限りの感染しか成立せず、一般に初回感染細胞においての病原性も低下するが、欠損ポリオウイルスへの挿入配列によって病原性、複製効率及び組織特異性が変化する可能性もある。 HCV IRESの挿入により、組織特異性が変化し中枢神経病原性は低下する。

組換え欠損EMCVキメラポリオウイルス：ポリオウイルス（ピコルナウイルス科エンテロウイルス属（クラス２））とEMCV（脳心筋炎ウイルス、ピコルナウイルス科カルディオウイルス属（クラス２））のキメラウイルスに欠損を入れたもの。実験室内でのみ増殖可能、宿主ゲノムとの核酸の交換や持ちだしについての報告はない。組換え欠損ポリオウイルスにおいては、構造領域が供給されない限り、１代限りの感染しか成立せず、一般に初回感染細胞においての病原性も低下するが、欠損ポリオウイルスへの挿入配列によって病原性、複製効率及び組織特異性が変化する可能性もある。

	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
	動物培養細胞：ワクシニアベクター感染細胞内において、構造領域等欠損ポリオウイルスを増殖可能になるが、ワクシニアベクターによるポリオウイルス構造蛋白質発現とワクシニアウイルス複製による細胞毒性が現れる。

	拡散防止措置
	区分及び選択理由
	下記安全委員会の意見をふまえ、以下のように考える。別表第一第一号ヘに掲げる遺伝子組み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ものとする。

安全委員会の意見：

「ワクシニアウイルスベクターは自立的な増殖力及び感染力を保持したウイルスであるので大臣確認申請となる。供与核酸がクラス１あるいはクラス２の核酸供与体に由来する組換えワクシニアウイルスはいずれも本来のワクシニアウイルスの病原性を増強するとは考えにくいため、P2レベルの拡散防止措置が妥当と考えられる。」

	
	施設等の概要
	○○大学大学院○○研究科○○研究室（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（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

詳細は別紙４参照。

なお別紙実験場所には、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
	①オートクレーブ処理（121℃20分）、あるいは、②ウイルス液を１%ドデシル硫酸ナトリウムまたは１%Triton X-100液とする、あるいは、③10%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、ワクシニア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　○○○○）


別紙１　　実験の流れ図

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



別紙２　　プラスミドおよびウイルスの構造

VVP1作成用プラスミド（文献参照）

（pSC11のSmaI付近にあるSalI部位にポリオウイルス構造領域（VP0,VP3,VP1）を組み込んだもの。このプラスミドはワクシニアウイルスのチミジンキナーゼ(TK)gene配列を持っているため、ワクシニアウイルスゲノム内のTK geneと相同組換えを起こす。TK geneに組み込まれたことは、組換えワクシニアウイルスのTK―　表現型により確認済み。）
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pSVA14にポリオウイルスcDNA（欠損ポリオウイルスcDNAも同様）を組み込んだものの構造

（ポリオウイルスcDNAの上流にT7プロモーター配列が挿入してあり、そこからin vitro RNA合成を行い、ポリオウイルスRNAを得ることが出来る。）
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欠損ポリオウイルスゲノムの構造

（OMΔ0.8, OMΔ1.8, OMΔP1, OMΔP1Δ2A, OMΔP1Δ2Bが、欠損ポリオウイルスを示す。下記以外にも強毒・弱毒ポリオウイルスcDNAを元に欠損部位・欠損長の異なるものを作製する。欠損領域にGFP, RFP, CAT, β-GAL, Luciferase, BDNF, IRES関連遺伝子群、HGF, XIAP、各種タグを挿入したものも作製する）
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外来遺伝子挿入欠損ポリオウイルスの構造

（強毒・弱毒ポリオウイルスcDNAを元に上記のように欠損を入れたポリオウイルスに、外来配列を下図の例のように導入する。）
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HCV-ポリオウイルス キメラウイルス（文献参照）

（このウイルスcDNAを元に、欠損および外来配列を挿入する）
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HCV-ポリオウイルス　キメラウイルス由来欠損ポリオウイルスの構造
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EMCV-ポリオウイルス　キメラウイルス由来欠損ポリオウイルスの構造
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別紙３　　プラスミドpC1bの塩基配列

GggcgaattgGAGCTCtaaggaagctaaaATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGtaatttttttaaggcagttattggtgcccttaaacgcctggtgctacgccTCTAGAggccagcccccgattgggggcgacactccaccatagatcactcccctgtgaggaactactgtcttcacgcagaaagcgtctagccatggcgttagtatgagtgtcgtgcagcctccaggaccccccctcccgggagagccatagtggtctgcggaaccggtgagtacaccggaattgccaggacgaccgggtcctttcttggattaacccgctcaatgcctggagatttgggcgtgcccccgcgagactgctagccgagtagtgttgggtcgcgaaaggccttgtggtactgcctgatagggtgcttgcgagtgccccgggaggtctcgtagaccgtgcatcATGAGCACAAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCAACCGCCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGCGGTGGTCAGATCGTTGGTGGAGTTTACCTGTTGCCGCGCAGGGGCCCCAGGTTGGGTGTGCGCGCGACTAGGAAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGTGGAAGGCGACAACCTATCCCCAAGGCTCGCCGGCCCGAGGGCAGGGCCTGGGCTCAGCCCGGGTACCCTTGGCCCCTCTATGGTAACGAGGGCCTGGGGTGGGCAGGATGGCTCCTGTCACCCCGCGGCTCCCGGCCTAGTTGGGGCCCCACGGACCCCCGGCGTAGGTCGCGTAATTTGGGTAAGGTCATCGATACCCTCACATGCGGCTTCGCCGACCTCATGGGGTACATTCCGCTTGTCGGCGCCCCCCTAGGGGGTGCTGCCAGGGCCCTGGCACATGGTGTCCGGGTTCTGGAGGACGGCGTGAACTATGCAACAGGGAATTTGCCCGGTTGCTCTTTCTCTATCTTCCTCTTGGCTTTGCTGTCCTGTTTGACCATCCCAGCTTCCGCTTATGAGGTGCGCAACGTATCCGGGATATACCATGTCACGAACGACTGCTCCAACTCAAGTATTGTGTATGAGGCAGCGGACATGATCATGCATACCCCCGGGTGCGTGCCCTGCGTTCGGGAGAACAACTCCTCCCGTTGCTGGGCAGCGCTCACTCCCACGTTAGCGGCCAGGAACACCAGCGTCCCCACTACGACAATACGACGGCATGTCGATTTGCTCGTTGGGGCGGCTGCTTTCTGCTCCGCTATGTACGTGGGGGATCTCTGTGGATCTGTCTTCCTCGTTTCCCAGCTGTTCACTTTCTCACCTCGTCGGCATGAGACAGTACAGGACTGCAACTGCTCAATCTATCCCGGCCACTTGACAGGTCATCGCATGGCTTGGGATATGATGATGAACTGGTCACCTACAACAGCCCTAGTGGTGTCGCATCTACTCCGGATCCCACAAGCCGTCGTGGACATGGTGGCGGGGGCCCACTGGGGAGTCCTAGCGGGCCTTGCCTACTATTCCATGGTGGCGAACTGGGCTAAGGTCTTGGTTGTGATGCTACTCTTTGCCGGCGTTGACGGGAAGACCACCGTGACGGGGGGGAGCGCAGCCTTCCAGTCCAGGAAGTTAGTGTCCTTCTTCTCACCAGGGCCGAAACAAAATATCCAGCTTGTAAACACCAACGGCAGCTGGCACATCAACAGGACTGCCCTGAATTGCAATGACTCCCTCCAAACTGGGTTCATCGCTGCGCTGTTCTACGCGCACAAGTTCAATTCGTCCGGATGCCTAGAGCGCATGGCCAGCTGCCGCCCCATTGACAAGTTCGCGCAGGGGTGGGGTCCCATCACTCACGATACGCCTAAGATCCCGGCCATGGTACCCTCGAcctgcaggcatgcaagcttatcgataccgtcgacctcgagggggggcccggtacccagcttttgttccctttagtgagggttaatttcgagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgcttacaatttccattcgccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaatacgactcactata

一重下線部：HCV 5’ 非翻訳領域

二重下線部：HCV翻訳領域の一部


VVP1





欠損ポリオウイルス粒子





欠損ポリオウイルス粒子





ドデシル硫酸ナトリウムあるいはTritonX-100によるワクシニアウイルスの不活化





超遠心





欠損ポリオウイルス粒子を増幅





VVP1





精製欠損ポリオウイルス粒子





全行程P2レベル（全行程をP2実験室内で行い、操作は安全キャビネット内で行う）





細胞免疫染色等による欠損ポリオウイルス力価測定





プラーク数を計数し、VVP1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





VVP1の希釈系列を感染





VVP1ウイルスストック液�





上清を回収





VVP1を感染





37℃２日間加温





細胞と上清を回収し遠心





細胞を再浮遊させソニケーション後遠心











T7 プロモーター＋


欠損ポリオウイルスcDNA





in vitro transcription (T7 promoter)





欠損ポリオウイルスRNA








pSVA14





トランスフェクション








