様式２

	※ 受付番号
	
	



第二種使用等拡散防止措置確認申請書（機関承認実験・機関届出実験）

平成○○年○○月○○日

学 長  殿

                                                    所属部局    医学部 ○○○○領域
                                      実験管理者  　職    名    准教授
                                                    氏    名    ○  ○  ○  ○       印

  福井大学遺伝子組換え実験安全管理規程 第８条第１項・第10条第１項 の規定に基づき，第二種使用等の実施を次のとおり申請・届出 します。

	第二種使用等の実験課題名
	siRNAによる癌化，アポトーシス誘導における p53 遺伝子の役割の検討

	実験期間
	平成○○年○○月○○日  ～  平成○○年○○月○○日

	第二種使用等

をする場所
	名   称
	医学部 ○○○○領域 P2遺伝子組換え実験室  （内線 1234 ）

ライフサイエンス支援センター・バイオ実験機器部門・Ｐ２組換えウイルス実験室

	実験管理者
	所属部局・職名
	  医学部 ○○○○領域 ・准教授

	
	氏  名
	  ○  ○  ○  ○

	
	連絡先
	TEL  内線 4567              FAX 61-1111

E－mail  ・・・・・ @ ・・・・・・・

	第二種使用等の目的及び概要
	実験種類
	１．微生物使用実験

２．大量培養実験

３．動物使用実験

    (1) 組換え動物（作成・使用）実験

    (2) 動物接種実験

４．植物等使用実験

    (1) 組換え植物（作成・使用）実験

    (2) 植物接種実験

    (3) 組換えきのこ（作成・使用）実験

５．細胞融合実験（※科を超える生物種の細胞融合実験は全て文科省の
                   確認が必要）



	
	実験目的
	p53遺伝子の発現を抑制するために、そのmRNAの配列の一部(20mer)の２本鎖RNA(SiRNA)を作ることができるアデノウイルスを作製し、細胞に感染させ、また、動物に接種しその作用を調べる。

	
	実験概要
	前もってp53SiRNA合成システムをもつアデノウイルスを細胞に感染またはラットに接種し、種々の誘導薬剤や放射線によりアポトーシス誘導や癌化に及ぼす影響を核酸及び蛋白質の発現変化で検討し、p53 遺伝子とアポトーシス及び癌化の関連を調べる。

	
	承認を申請する使用等
	SiRNA合成システムを保有するアデノウイルスを作製するP2レベル拡散防止措置をとる微生物使用実験に該当する。

そのウイルスをヒト由来の培養細胞に感染するP2レベルの拡散防止措置をとるものに該当する。

そのウイルスをラットに接種するのはP2Aレベルの拡散防止措置をとるものに該当する。


	遺伝子組換え生物等の特性
	核酸供与体の特性

（生物の和名及び学名）
	あ）和名（学名）、ラット（ドブネズミ、Rattus norvegicus）
マウス（ハツカネズミ、Mus musculus）など、い）実験分類（クラス）

1)ヒト（ホモサピエンス、Homosapieins）（クラス１）
2)アデノウイルス（Adenovirus）（クラス２）

	
	供与核酸（遺伝子等）の特性
	１）種類（ゲノム核酸、相補的デオキシリボ核酸、合成核酸など）と一般的名称：

1) 合成核酸、ヒトp 53mRNA相補的２本鎖DNA

2) ゲノム核酸、アデノウイルスゲノムDNA

２）構成要素（目的遺伝子、発現調節遺伝子）の機能、大きさ、構成：1)癌抑制遺伝子、ヘアピン型２０塩基対SiRNAを作るための全長６０塩基2本鎖合成DNA、pSIREN-DNRのPU6の下流のMCSに挿入

2)  E1,E2遺伝子欠失アデノウイルス(type5: Ad5)ゲノムDNA、pLP-Adeno-X-PRLSのPacI サイトに挿入

３）供与核酸が同定済核酸の場合は塩基配列情報またはアクセッション番号（例えばmRNA一部の配列を用いる場合でもその配列が含まれる情報があればそのアクセッション番号：1）p53mRNA:BC003596

2)  clonetech(www.bdclonetech.co.jpのベクター情報)

	
	ベクター等の特性
	あ）名称と由来する生物の実験分類（クラス）、い）構成：マーカー遺伝子、プロモーター、複製開始構造、挿入遺伝子等

1) pSIREN-DNR （大腸菌用クローニングベクター：クラス１）pUC ori、loxP、　PU6、 　Ampr、 Cmr、SupB、

2) pLP-Adeno-X-PRLS（大腸菌用クローニングベクター：クラス１）pUCor、Ampr、loxP、ITR、アデノウイルスゲノムDNA、その発現プロモター

3) 組換えアデノウイルスDNAベクター(大腸菌用クローニングベクター：クラス１)

  1)と2)を試験管内でCre-loxP組換えた遺伝子組換えDNA、

pUCori 、Ampr、SiRNA配列、部分欠損アデノウイルスゲ

ノムDNA

	
	宿主等の特性
	1)大腸菌K.12株　DH5a認定宿主ベクター系にEK1に分類

2)自立的な増殖力および感染力を保持しないアデノウイルス

3)ヒトの培養細胞（HEK293細胞、HeLa細胞、Jurkat細胞）
4)ラット

	
	遺伝子組換え生物等の特性（宿主等との相違を含む。）
	自立的な増殖能や感染力がないウイルス粒子で、ゲノムにsiRNAを細胞内で合成させるためのU6プロモーターの下流にヘヤピン型siRNA(アンチセンス鎖のみを合成させる)が挿入されている。形質導入した細胞は薬剤や放射線によるアポトーシスに対して抵抗性となると予想される。

	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（接種実験）
	培養細胞や組織片など「生物」として定義されていない細胞等（ウイルスパッケージング細胞、組換え核酸と同時に移入する核酸情報）も記載：組換えアデノウイルスDNAの制限酵素PacI消化DNAをヒトHEK293細胞にトランスフェクトした.。

	拡散防止措    置


	区分（P1、P2、P3、P1A、P2Aなど）及び選択理由
	１．合成p53遺伝子(60mer)のpSIREN-DNRによるサブクローニング（P1レベル）

２．アデノウイルスゲノムDNAベクターの増幅（P2レベル）

３．組換えアデノウイルスDNAのクローニング(P2レベル)

４．パッケジング細胞によるアデノウイルスの作製（P2レベル）

５．ヒトの培養細胞への組換えウイルスの感染実験（P2レベル）

６．ラットへの組換えウイルスの接種実験（P2Aレベル）

	
	施設等の概要
	自分の講座の承認済み実験室を利用する場合は：承認申請書の通り。

バイオ実験機器部門・Ｐ２組換えウイルス実験室等の利用：室外排気安全キャビネット、オートクレーブ、窓は閉鎖、前室、白衣着替、入り口閉鎖、実験室の表記



	
	遺伝子組換え生物等を不活化するための措置
	オートクレーブ処理（１２１度２０分）にて不活化

動物はガス麻酔下で屠殺し焼却処分

実験台はアルコール噴霧、要事1%SDSで清掃

	その他
	
	(1) 福井大学遺伝子組換え実験安全委員会 委員長

(2) ライフサイエンス支援センター・バイオ実験機器部門の実
験室利用申請済み

(3) ライフサイエンス支援センター 生物資源部門での飼育承認








