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Ｉはじめに

逆性石けんはハロゲン系消毒剤と同様に我が国のサケ・マス類養殖場における使用頻度の高い消毒剤

である。しかし逆性石けんの魚類ウイルスに対する効果についての資料は少ない。逆性石けんのウイ

ルスに対する効果はウイルスの種類によって異なり、脂質、特にコレステロールと結合し易い親油

性（ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ）ウイルスに有効とされている（渡辺；１９８０、Ｋ１ｅｉｎａｎｄＤｅｆ－

ｏｒｅｓｔ；１９６３､北村ら；１９７６）。しかしエンテロウイルスのように親水性（ｈｙｄｒｏｐｈｉ－

ｌｉｃ）のウイルスでは効果が無いとされている。サケ・マス類の代表的病原ウイルスであるＩＰＮ、

ＩＨＮウイルスに対する効果について山崎ら（１９７６）はＩＰＮウイルスに対し塩化ベンザルコニ

ウム製剤（商品名：オスパン）の１：１２５希釈液（原抹濃度０．０８妬）、３０分処理で効果が無い

こと、佐々木ら（１９７６）はＩＨＮウイルスに対して上記製剤の１：２５０希釈液（原抹儂度

０．０４冊）、３０分処理で有効であることを報告している。本年度は逆性石けんのＩＰＮ、ＩＨＮウ

イルスに対する効果をさらに詳細に検討した。

ⅡＩＰＮウイルスに対する逆性石ケンの効果について

Ｌ材料および方法

１）ＩＰＮウイルスに対する殺ウイルス効果

①供試ウイルス

ＩｐＮウイルスのＢｕｈｌ･株（以降ＩＰＮＶと略記する。）を使用した。

②供試株化細胞

供試ウイルス液の調製および生残ウイルス量の定量はとｉＭＣＨＳＥ－２１４細胞を使用した。

③供試ウイルス液の調製

十分に繁茂した細胞単層を２倍に分散後５００７Ｍのガラス製ルー形培養ピン中に５０ｍど

の培養液（ＭＥＭ２）とともに植え、２０℃２４時間培養液にＭＯＩを１０．ＴＣｌＤ５０／

ｃｅｌｌで接種し、２０℃１５時間培養ののち細胞内ウイルス（ＣＡＶ）をＰＢＳ（－）で回収

し供試ウイルス液とした。供試ウイルス液の感染力価は１０７．８ＴＣＩＤ５Ｏ／'Ｍであった。

〔詳細は東京水試（１９８３）を参照のこと〕

④供試消毒剤および濃度

塩化ベンザルコニウム（８％）とポリオクチルポリアミノエチルグリンン（１．８冊）、ポリ

リオキンエチレンアルキルフェノールエーテル（Ｌ２冊）の合剤（商品名：北研ゼット，以降

階
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ＢＺＡ－Ｉと略記する。）および塩化ペンザルコニウム１０筋製剤（商品名：オスパン、以降

ＢＺＡ－ｕと略記する。）、塩化ペンゼトニウム１０冊溶液（以降ＢＺＥと略記する。）を原

液としＰＢＳ（－）で所定濃度に希釈し供試液とした。濃度は原液の１：１２５，２５０，

５００，１，０００希釈の４濃度を設定した。

⑤感作温度および時間

感作温度は１５℃、時間は５，１５，３０，６０分とした。

⑥操作手順

操作手順を図１に示した。所定濃度の２倍濃度の消毒剤希釈液をパイアルピン（５吻容）
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図１逆性石けんのＩＰＮ、ＩＨＮウイルスに対する効力評価のための
操作手順
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に0.51Ｍ分注して水浴中に静置し､同様に水浴中に静置したウイルス液0.517Ｍを混合し、ストッ

プウオッチを作動させ所定時間経過後混合液０１，２をＭＥＭ2．ＨＥＰＥＳを０．９，２分注し

たパイアルピンに取り、さらにＭＥＭ２で１０倍段階希釈し各希釈液をマイクロプレートの４

ｗｅｌｌに０．０５ｍをづつ接種した。

⑦消毒剤の細胞毒性対照

１５℃水浴中で消毒剤希釈液とＰＢＳ（－）を等量混合し、混合液をＭＥＭ２で１０倍段階希

釈し各希釈液をマイクロプレートの４ｗｅｌｌに００５１７Ｍづつ接種した。

③ウイルス対照

１５℃水浴中でｐＢＳ（－）とウイルス液を等量混合し、所定時間経過後にその0.117Ｍを取り

ＭＥＭ２で１０倍段階希釈し各希釈液をマイクロプレートの４ｗｅｌｌに０．０５ｍどづつ接種した。

⑨効果の判定

マイクロプレートを１５℃の恒温器に置いてＣＰＥ発現の有無を２週間観察し、感染力価

（ＴＣＩＤ５Ｏ／、ど）を算出した。さらに細胞毒性対照でＣＴＥが発見せず、ウイルス対照

で十分量のウイルスの存在か保証される希釈倍数を求め、ウイルスと消毒剤混合液をこの倍数に

希釈し接種したｗｅｌｌのＣＰＥ観察結果から、４ｗｅｌｌ全部にＣＰＥが観察された場合無効

（－１４ｗｅｌｌ中の１～３ｗｅｌｌにＣＰＥが観察された場合(±)、４ｗｅｌｌすべてＣＰＥが観察

され無かった場合は有効(+）として殺ウイルス効果を判定した。

２）高濃度溶液による殺ウイルス効果

材料および方法は前記の１)とほぼ同じであり、相異点のみを以下に示す。

①供試ウイルス液

供試ウイルス液の感染力価は１０８βＴＣＩＤ５Ｏ／、２であった

②供試消毒剤濃度

供試消毒剤濃度を原液の１：２５，５０，１００希釈の３濃度とした。

③操作手順

図１に示すとおりである。所定時間経過後ウイルスと消毒剤の混合液０１ｍｇを０．９ｍｌ

のＭＥＭ１Ｏで１０倍希釈した後、さらにＭＥＭ２で１０倍段階希釈しマイクロプレートに接種

した。

④消毒剤の細胞毒性対照

特に設定せず、ウイルスと消毒剤混合液を接種したマイクロプレートにおいて変性の起こる時

間、変性細胞の形態からＣＴＥとＣＰＥを区別した。

匙
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２結果

’）ＩＰＮウイルスに対する殺ウイルス効果

細胞毒性対照の結果を表’に示した。所定濃度の消毒剤溶液の，。：，。§，０４倍希釈液を

表１．逆性石けんのＣＨＳＥ－２１４に対する細胞毒性

接種液

希釈倍数

消毒剤ＢＺＡ－Ｉ ＢＺＡ－Ⅱ ＢＺＥ

浪度l：１２５１：２５０１：５００１：１０００１：１２５１：２５０１：５００１：１０００１：１２５１：２５０１：５００１：1000

＊

‘/４４句Ｏ/４０/‘ ４/４４/４０/４０/』４/４０/４０/４０/４
－２

10

－３

ｏ／４０/４０／ｏ/４０/４４０／Ｏ／４Ｏ／４ ０／４ ０／４ ０／４ ０／４４

１０

－４

ｏＺ４０/４０/４０/４ ０/４０／４０/４０／４ ０/４０/４０/４０/４
１０

＊…分子はＣＴＥの発現したｗｅｌｌの数、分母は接穂したｗｅｌｌの数を示す。

細胞単層に接種しＢＺＡ－Ｉ、ＢＺＡ－Ⅱでは１：１２５，１：２５０溶液の１０２倍希釈液で

ＣＴＥが観察され、ＢＺＥでは１：１２５溶液の１０２倍希釈液でＣＴＥが観察された。

ウイルス対照の結果を表２に示した。所定時間毎にウイルス液の１０〈１０§１０４倍希釈液

表２ＩＰＮウイルス対照

TJIlJ
＊…分子はＣＰＥの発現したｗｅｌｌの数、分母は接種した

ｗｅｌｌの数を示す。
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を細胞単層に接種し、５，１５，３０，６０分すべての時点で１０４倍希釈液を接種した４

ｗｅｌｌ全部にＣＰＥが観察された。

細胞毒性およびウイルス対照の結果から、ウイルスと消毒剤の混合液の’０３倍希釈液を接種

したｗｅｌｌのＣＰＥを観察し、ＩＰＮＶに対する逆性石けんの効果を判定して表３に示した。表

表３逆性石けんのＩＰＮウイルスに対する効果

時間

（分）

濃度（希釈倍率）

１：１２５１：２５０１：５００１：１０００

消毒剤

５
５
０
０

１
３
６

－

ＢＺＡ－Ｉ

５
５
０
０

１
３
６

ＢＺＡ－Ⅱ

５
５
０
０

１
３
６

ＢＺＥ

より明らかなようにＢＺＡ－Ｉ、ＢＺＡ－ＬＢＺＥとも１：１２５溶液で６０分間処理した場

合でも殺ウイルス効果は認められたかった。また感染力価の低下も認められなかった。

2）高濃度溶液による殺ウイルス効果

消毒剤の１：２５，１：５０，１：１００溶液の殺ウイルス効果を前記１）の結果と同様に

１０３倍希釈液について判定し表４に示した。さらに表中の括弧内に生残ウイルス量を感染力価

（Ｌｏｇ・ＴＣＩＤ５ｏ／、ど）で示した。表より明らかなようにＢＺＡ－Ｉ、ＢＺＡ－ＬＢＺＥと

もに１：２５溶液で６０分間処理した場合でも効果は認められず、感染力価の低下も認められた

かつた。
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表４逆性石けんのＩＰＮウイルスに対する高濃度溶液の効果

時間

（分）

濃度（希釈倍率）

１：２５１：５０１：１００

消毒剤

＊

－（８．８）

－（８８）

－（８．８）

－（８．１）

５
５
０
０

１
３
６

－（８．８）

－（８．８）

－（８．３）

－（７．８）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．８）

ＢＺＡ－Ｉ

－（８．８）

－（８．８）

－（８．６）

－（８６）

５
５
０
０

１
３
６

－（８．８）

－（８．８）

－（７．８）

－（８．３）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．８）

ＢＺＡ－Ⅱ

－（８．８）

－（８．８）

－（８６）

－（８．３）

５
５
０
０

１
３
６

－（８．８）

－（８．８）

－（８．３）

－（８．６）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．８）

－（８．１）

ＢＺＥ

＊…（）内は生残ウイルス量を感染力価．ＴＣＩＤ５０／、２

で示す。

3．考察

今回ＩＰＮＶに対する逆性石けんの効果を儂度と処理時間を変えて検討した。
ザルコニウム、塩化ベンゼトニウムと１Ｍと０４場の６０ｆＷｌ押予永鈴里叶年作

｜目一↓、ｗ－ハコ，～型旦1ェ'ｕｖノーレス"不正嬢圧Zと処埋tj守同を変えて検討した｡その結果塩化ベン

ザルコニウム、塩化ベンゼトニウムともに０４筋の６０分処理でも効果は無く感染力価の低下さえ

認められなかった。感染力価に変化が認められなかったことからこれら両薬剤の濃度をさらに濃く

しても殺ウイルス効果は規待出来たいと考えられる。吐山（１９７６）によれば逆性石けんの中の

セタコニウムはウイルスに対し効果が高いとされている。しかしＩＰＮＶに対する他の消毒剤の

効果（東京水試；１９８３）を見ると、ＩＰＮＶはＫｌｅｉｎａｎｄＤｅｆｏｒｅｓｔ（１９６３）
のいう親水性ウイルス、渡辺ら（１９７５）のエンテロウイノレスと同じ挙動を示すことから逆性石

けんによるＩＰＮＶの不活化は期待出来ないと考えられる。したがってＩＰＮ防除に際し逆性石

けんに期待するものがあるとすれば、逆性石けんの持つ洗浄作用によるＩＰＮＶ汚染量の低減で
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あろう。

ⅢｌＨＮウイルスに対する逆性石けんの効果について

1．材料および方法

１）ＩＨＮウイルスに対する殺ウイルス効果

①供試ウイルス

長野県においてニジマスより分離されたＩＨＮウイルスのＨＶ７６０１株（以降ＩＨＮＶと

略記する）を使用した。なお本ウイルスは東京水産大学水族病理学講座、西村定一講師より

分与いただいたものである。

②供試株化細胞

供試ウイルス液の調整および生残ウイルス量の定量はとＭ亡ＥＰＣ細胞を使用した。

③供試ウイルス液の調製

十分に繁茂した細胞単層を２倍に分散後５００ｍどのガラス製ルー形培養ピン中に５０ｍｇ

の培養液（ＭＥＭ２）とともに植え、２０℃２４時間培養後にＭＯＩを１０・ＴＣＩＤ５０／

ｃｅｌｌで接種し２０℃で１２時間３０分培養ののち細胞内ウイルス（ＣＡＶ）をＰＢＳ（-）で

回収し供試ウイルス液とした。供試ウイルス液の感染力価は１０６．９ＴＣＩＤ５Ｏ／、ｌであった。

④供試消毒剤および濃度

前記ⅡのＩｐＮｖ実験で供試したＢｚＡ－Ｉ、ＢｚＡ－ＬＢｚＥの３剤を使用し、濃度は

１；１２５，２５０，５００，１０００，２０００の５段階を設定した。（ＢＺＥについては

１：２０００を省略した。）

⑤感作温度および時間

感作温度は１５℃、時間は５，１５，３０，６０分とした。ただしＢＺＡ－Ｉ、nの１：

２０００については６０分を省略した。

⑥操作手順

図１に示すとおりである。

⑦効果の判定

前項ＩＰＮＶの場合と同様に細胞毒性対照とウイルス対照を設定し、殺ウイルス効果を判定

した。

２）短時間処理の殺ウイルス効果

材料および方法は前記１）とほぼ同じであり相異点のみを以下に示す。
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①供試ウイルス液

８．６

供試ウイルス液の感染力価は１０ＴＣＩＤ５ｏ／、ｌであった。

②供試濃度

原液の１：１２５，２５０，５００，１０００の４濃度を設定した｡

③感作時間

１５，３０，６０秒とした。

④消毒剤の細胞毒性対照

特に設定せず、ウイルスと消毒剤の混合液を接種したマイクロプレートにおいて変性の起こ

る時間、変性細胞の形態からＣＴＥとＣＰＥを区別した

3）血清添加の影響

前記１）との相異点のみを以下に示す。

①供試株化細胞

供試ウイルス液の調整にはＦＨＭ細胞、生残ウイルス量の定量にはＥＰＣ細胞を使用した。

②供試ウイルス液の調整

：十分に繁茂したＦＨＭ細胞単層を２倍に分散後５００７７Ｍガラス製ルー形培養ピンに５０ｍど

のＭＥＭ１ｏとともに植え、２０℃２４時間培養後にＭＯＩを１０－３ＴＣＩＤ５０／ｃｅｌｌで接

種し、１５℃で細胞が完全に剥離するまで培養したのち培養液を０４５／Lのメンプランフイル
７．８

ターでロ過し、ロ液を－８０℃で凍結保存した。実験に際してはウイルス液の感染力価をｌ０

ＴＣＩＤ５ｏ／、ｇに調整し使用した｡

③供試濃度

原液の１：１２５，２５０，５００，１０００の４儂度である。ただし希釈液にはＭＥＭ１ｏ

を使用した。

④感作温度および時間

１５℃で５，１５，３０分とした。

2．結果

１）ＩＨＮウイルスに対する殺ウイルス効果

細胞毒性対照の結果を表５に示した｡所定濃度の消毒剤溶液の，０２，０§，Ｏ指希釈液を細

胞単層に接種しＢＺＡ－Ｉ、ＢＺＡ－Ⅱの１：１２５溶液の１０２倍希釈液でＣＴＥが観察され

た。ＢＺＥでは１：１２５溶液の１０２倍希釈液でもＣＴＥは観察されなかった。
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表５逆性石けんのＥＰＣに対する細胞毒性

接種液

希釈倍数

消毒剤 ＢＺＡ－ ＢＺＡ－Ⅱ ＢＺＥ

機度１：１２５１：２５０１：５００１：１０００１：１２５１：２５０１：５００１：1000１：１２５１：２５０１：５００１：１０００

*4/４４/１４０/４ ０／４ ４／４ ４／４ ０句Ｏ/４ ４／４ ０／４ ０／４ ０／４
－２

１０

－３

0/４０/ｉｌＯ/４ ｏ/４ ０／４ ０／４ oｎｏ/４ ０／４ ０／４．０／４０／４
１０

－４

ＯＺｄＯ/1,0匂ｏ/４ ０/４０/４０/４０/１４ ０／４０／４ ０/110/４
１０

中:…分子はＣＴＥの発現したｗｅｌｌの数、分ffjは接種したｗｅｌｌの数を示す。｡

ウイルス対照の結果を表6に示した｡所定時間毎にウイルス液の１０２，０〈，O（，０５倍

希釈液を細胞単層に接種し５，１５，３０，６０分すぺての時点で１０４倍希釈液まで、接種し

た４ｗｅｌｌ全部にＣＰＥが観察された。

表６１ＨＮウイルス（ＣＡＶ）対照

昂Ｈ二

EjC
ｒｌ

Ｌ」

７１

Ｌ」

」

＊…分子はＣＰＥの発現したｗｅｌｌの数、分母は接種した

ｗｅｌｌの数を示す。
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細胞毒性およびウイルス対照の結果から、ウイルスと消毒剤の混合液の’03倍希釈液を接種し

たｗｅｌｌのＣＰＥを観察し、ＩＨＮＶに対する逆性石けんの効果を判定して表７に示した。

表７逆性石けんのＩＨＮウイルス（ＣＡＶ）に対する効果

消諦'|ｻﾞ分ザ
濃度（希釈倍率）

１：１２５１：２５０１：５００１：１０００１：２０００

＋
＋
＋
＋

５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

－（６．８）

－（６．８）

－（６．６）

＊＊
ＮＴ

ＢＺＡ－Ｉ

＊

＋＋（３．３）

＋＋（３．１）

＋＋

＋＋

＋
＋
＋
＋

５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋

－（６．８）

－（６．８）

－（６．６）

ＢＺＡ－Ⅱ

ＮＴ

±（４．３）＋ＮＴ

＋＋ＮＴ

＋＋ＮＴ

＋＋ＮＴ

＋
＋
＋
＋

５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋

ＢＺＥ

＊…（）内は生残ウイルス量を感染力価．ＴＣＩＤ５０／'Ｍで示す。

林…実施せず。

ＢＺＡ－Ｉ、ＢＺＡ－Ⅱでは１：１０００溶液の５分処理で有効であった。しかしＢＺＥでは

１：１０００溶液５分処理では効果は不完全であり、有効となるのに１５分を要した。表中の括

弧内に生残ウイルス量を感染力価（ＴＣＩＤ５ｏ／、Ｃ）で示した。ＢＺＡ－ｎ、ＢＺＥの１：

１０００溶液の場合５～１５分処理ではウイルスの生残が認められた。ＢＺＡ－ＬＢＺＡ－Ⅱ

の１：２０００溶液は無効であった。
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2）短時間処理の殺ウイルス効果

逆性石けんのＩＨＮＶに対する短時間の効果を表８に示した｡ＢＺＡ－Ｉは１：１２５，１：

２５０溶液の１５秒処理で、またＢＺＡ－ｎおよびＢＺＥでは１：１２５溶液の１５秒処理で側

表８逆性石けんのＩＨＮウイルス（ＣＡＶ）に対する短時間処理の効果

時間

（秒）

濃度（希釈倍率）

１：１２５１：２５０１：５００１：１０００

消毒剤
士
十
十

５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋

＋
＋
＋

ＢＺＡ－Ｉ
＋
｜
＋
＋

＋
＋
＋

５
０
０

１
３
６

ＢＺＡ－Ⅱ

十
一
士

５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋

ＢＺＥ

定限界以下となり、短時間で殺ウイルス効果か認められた。図２には感染力価の経時的変化を示

した｡これを見るとＢＺＡ－Ｉの１：５００溶液では１５，３０秒後の感染力価かそれぞれ１０３.§

103.3ＴＣＩＤ５０／'Ｍとなり６０秒で測定限界以下となった。ＢＺＡ－Ⅱの１：２５０溶液で

は１５，３０，６０秒後の感染力価はそれぞれ104.9103.§103.3ＴＣＩＤ５ｏ／'Ｍであった。

ＢＺＡ－Ⅱの１：５００，１：１０００溶液では感染力価の低下は認められなかった。ＢＺＥの

１：２５０溶液では１５，３０，６０秒後の感染力価はそれぞれ１０《､８１６．１１ず゛3ＴＣＩＤ５ｏ

／、ｌであった。ＢＺＡ－Ｉの１：２５０溶液とＢＺＡ－ⅡおよびＢＺＥの１：５００溶液の減

少曲線は類似する傾向がみられ、ＢＺＡ－ＬＢＺＥよりもＢＺＡ－Ｉの効果が高いことがうか

がわれた。

－１１－



ＢＺＥＢＺＡ－ⅡＢＺＡ－Ｉ

０
０
０
０
０
０
０

。
●
●

８
７
６
５
４
。
３
２

庫
）
染
力
価
一
Ｌ
ｏ
ｃ
．
Ｔ
仁
１
ｃ
ｍ
／
肌

１．０

６００１５３０６００１５３０

経遇時問（秒）

０１５３０ ６０

図２ 逆性石けんの短時間処理に伴左うＩＨＮ生残ウイルス量の変化

（－‐－は１．：２５０，－－は１：５００，－－は１：１０００溶液

を表わす。）

３）血清添加の影響

細胞毒性対照については１）に示した結果と同様にＢＺＡ－Ｉ、Ⅱの１：２５０溶液の１０２

希釈液でＣＴＥか観察された。雀たウイルス対照の結果は表9に示すように１０濡釈液を接種し

た４ｗｅｌｌ全部にＣＰＥが観察された。これらの結果から，Ｏ需釈液を接種したwellのＣＰ団を

観察し､逆性石けんの殺ＩＨＮウイルス効果に及ぼす血清添加の影響を判定し表１０に示した。
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表９ＩＨＮウイルス（てＦＢＳ）対照

４
４
４
４

分
３
ケ
ウ
シ
ケ

ー
／
０

／
し

間
４
４
４
４

／
／
／
／

５

時
１
４
４
４
３

過

４
４
４
４

経
５
／
／
／
／

４
４
４
４

＊

希釈倍数

３
４

５
６

０
〈
Ｕ
０
０

１
１
１
１

３

＊…分子はＣｐＥの発現したｗｅｌｌの数､分母は接種した

Ｗｅｌｌの数を示す。

表１０血清の存在下における逆性石けんのＩＨＮウイルスに対する効果

度（希釈倍数）濃
消毒剤

１：１２５１：２５０１：５００１：１０００

＋
＋
＋

５
５
０

１
３

＋
｜
＋

ＢＺＡ－Ｉ、

５
５
０

１
３

＋
｜
＋

ＢＺＡ－Ⅱ

５
５
０

１
３

ＢＺＥ
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牛胎児血清を１０９６添加した場合の逆性石けんの殺ウイルス効果は、ＢＺＡ－Ｉでは１：

１２５溶液の５分処理、１：２５０溶液の３０分処理で認められ、ＢＺＡ－Ⅱでは１：１２５溶

液の３０分処理で認められた。一方ＢＺＥでは１：１２５溶液の３０分処理でも効果は認められ

なかった。

各消毒剤処理における生残ウイルス量の変化を図３に示した。ＢＺＡ－Ｉの１：１２５溶液で

ＢＺＡ－Ｉ ＢＺＥ

8.0

！０
０

０

７
６

５

庫
一
染
力
価 ］･Ｚ４０Ｘ＋７．６０Ｃ

０
０

０
●

●
●

４
３

２

ｏ
ｏ
ｏ
Ｔ
ｃ
Ｉ
Ｄ
”
／
Ⅲ
Ｌ
｝

１．０

０５１５ ３００５１５３００５１５

経過時問（分）

３０

牛胎児血清（１０冊）存在下での逆性石けん処理に伴なうＩＨＮ生残ウイルス量

の変化

(￣は１１２５，のロは１－２５０溶液、＊はウイルス対照を表わす。

また図中の点線は回帰直線、破線は測定限界を表わす。）

図３

？

は５分で測定限界以下となり、１：２５０溶液では５分、１５分後の感染力価はそれぞれ１０５．３

１ず゛ｓＴＣＩＤ５ｏ／)Ｍとなり３０分後には測定限界以下となった。ＢＺＡ－Ⅱの場合１：１２５

溶液の５，１５分処理後の感染力価がそれぞれ16.116.ⅢＴＣＩＤ５ｏ／１Ｍとなり、３０分

後には測定限界以下となった｡また１：２５０では３０分後にも感染力価は１０５．ａＴＣＩＤ５ｏ／

'7Ｍであった。ＢＺＥでは１：１２５，１：２５０溶液ともに３０分後の感染力価はそれぞれ

－１４－



104ぞ105.ｌＴＣＩＤ５Ｏ／'Ｍと高い値を示した｡ＢＺＡ－Ｉの１：２５０溶液およびＢＺＡ

－Ⅱの１：２５０溶液の３０分処理後の感染力価を１０ｏＴＣＩＤ５ｏ／、ｇと仮定した場合、感

染力価は時間の経過とともにほぼ直線的に低下する傾向が認められる。このことから時間と感染

力価の関係について最少２乗法により回帰直線を求めると図３の点線となり、回帰式は

Ｙ＝０．２５０Ｘ＋７，３００（ＢＺＡ－Ｉ、１：２５０溶液）、Ｙ＝Ｏ２４０Ｘ＋７，６００（ＢＺＡ

－Ｌ１：１２５溶液）であらわされる。この回帰式からＤ値（Ｄ－ｖａｌｎｅ；Ｄｅｃｉｍａｌ

ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ）を求めると、時間をｘ、生残ウイルス量の対数値をｙとするとＤ値は

生残曲線式y=，x+bから、=i=尚-丁で求められ」ZA-Iのl：250溶液のD値は
４分、ＢＺＡ－Ⅱの１：１２５溶液のＤ値は4.2分となりほぼ等しい値を示した。

3．考察

逆性石けんは魚類株化細胞に対する毒性が高〈（東京水試；１９８３）、殺ウイルス効果の判定

に際しては消毒剤の作用停止および細胞毒性除去操作を考慮する必要がある。この操作に中和法を

導入する場合、中和剤としてはレュプローノレｗ＋レシチンや陰イオン界面活性剤、牛乳等が知られ

ている（北村；１９７６、吐山；１９７６、飯塚ら；１９７７）。しかしこれらの中和斉|]ては中和

後にも細胞毒性の残存が認められ、ハロゲン系消毒剤の場合のチオ硫酸ナトリウム中和に比べて使

用法は複雑である。一方、希釈法の導入については逆性石けんの毒性の高さから毒性除去に要する

希釈倍率か高くなることか予想され、この為に実験精度の低下が懸念される。しかし、操作の簡便

さやウイルス対照と細胞毒性対照を置くことによって精度の低下をある程度補うことも可能と考え

られたことから希釈法を導入した。

結果の項で示したように本実験では’０３倍希釈液についてウイルスの生残を観察し殺ウイルス効

果を判定した。した北て有効㈹とは，０§倍希釈液を接種した４ｗｅｌｌすべてにおいてＣＰＥ曰

であることを示している。ここで，０２倍希釈液ではすべてＣＰＥ㈹と仮定すると、この場合の感

染力価は≦102.5ＴｃＩＤ５ｏ／００５'Ｍ、つまり≦103.8ＴｃＩＤ５ｏ／'Ｍであり、有効(+）

とは当初の感染力価を１６．８ＴＣＩＤ５ｏ／'叩以下へ減少させたことを示している｡いま１）､2）

３）の結果についてみると１）の供試ウイルス液の感染力価は１０６．９ＴＣＩＤ５０／'7Ｍ２）ては

１６．６ＴＣＩＤ５ｏ／'Ｍ、３)ては㎡・ｑＴＣＩＤ５ｏ／'Ｍであり、１）の場合の有効(+)は感

染力価の減少率が９９．９２０９６以上であることを示すことにたる。同様に２）の場合は９９．９９８

筋、３）の場合は９９．９９０９６以上であることを示している。

ＩＨＮウイルス（ＣＡＶ）に対する逆性石けんの殺ウイルス効果を最低有効濃度（希釈倍数）と
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最低処理時間で示すとＢＺＡ－Ｉでは１：２５０の１５秒、ＢＺＡ－ⅡおよびＢＺＥでは１：

１２５の１５秒であり、ＢＺＡ－ＩはＢＺＡ－ⅡおよびＢＺＥの２倍の効果を示している。これは

ＢＺＡ－Ｉがグリンン系両性石けんとの合剤であることから両性石けんの相乗効果と考えられる。

またＢＺＡ－ⅡおよびＢＺＥの結果から逆性石けんの有効濃度を原抹濃度に換算すると、塩化ベン

ザノレコニウムおよび塩化ベンゼトニウムともに０．０８筋である。

牛胎児血清の存在下における逆性石けんの殺ウイルス効果を最低有効濃度（希釈倍数）と最低処

理時間で示すとＢＺＡ－Ｉでは１：１２５の５分、ＢＺＡ－Ⅱでは１：２５０の３０分であり、

ＢＺＥは設定濃度および時間の範囲では無効であった。そこで３０分処理の効果を比較すると

ＢＺＡ－Ｉは１：２５０、ＢＺＡ－Ⅱは１：１２５で有効となりＣＡＶの場合と同様にＢＺＡ－Ｉ

はＢＺＡ－Ｉより２倍の効果を示した。さらに、３０分処理の効果をＣＡＶの場合と比較すると、

血清の添加によってＢＺＡ－ＩはＭ、ＢＺＡ－Ⅱは殖に効果が低下し、ＢＺＥではりi6以下に低下し

ておりＢＺＥ、ＢＺＡ－Ⅱ、ＢＺＡ－Ｉの順で有機物による阻害を受けやすいと考えられる。

ＢＺＡ－ＩとＢＺＡ－Ⅱの差については両性石けんは有機物の存在による効果低下が少ない（芝崎

；１９７７）ことから、ＢＺＡ－Ｉの効果の低下が少なかったことによると考えられる。

実験の結果から逆性石けんはＩＨＮウイルスに有効であることが明らかになった。そこで、実際

に養殖現場において逆性石けんを使用する場合について考えてみると、養殖場では種々の阻害要因

の存在下で使用され、特に有機物による活性阻害が大であることから、血清添加実験の結果は現場

における使用効果に近い値を示していると考えられる。したがって３）の結果についてみると

ＢＺＡ－Ｉの１；２５０溶液およびＢＺＡ－Ⅱの１：１２５溶液では時間の経過とともにほぼ直線

的に生残ウイルス量が減少している。いまＢＺＡ－ｎの１：１２５を例にとるとＤ値は4.2分であ

る。この値から次式により１分および６０分後のＩｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒを求めると、

それぞれ,;ぞ，64., ＩｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ＝１０ｔ／Ｄ〔ｔ：処理時間側、Ｄ：Ｄ値〕

となり、１分を手指や靴の消毒、６０分を器具・機材の消毒と仮定すると、１５℃の水温条件下で

ＢＺＡ－Ｉの１：１２５溶液による手指・靴の消毒では汚染ウイルス量を１００．２ＴＣＩＤ５ｏ／、ｌ

だけ減少させる効果しかないと推定される。一方、器具・櫛寸の消毒ではこの条件で１時間浸漬す
１４．３０

ることによりｌ０ＴＣＩＤ５０／'Ｍのウイルス量を１０ＴＣＩＤ５ｏ／'7Ｍに減少させる効

果を有することにたる。このことは逆性石けんは器具・機材の梢毒のように、一定時間以上浸漬す

る方法ではＩＨＮウイルスに対する効果は高いが、手指、靴の梢毒のように短時間処理を前提とす

る場合、条件によっては十分な効果が得られないことを示唆している。したがって、逆性石けんで

ＩＨＮウイルスの消毒をする搦袷は原則として養殖器具・機材の消毒に使用する方が良く、その常用

儂度は原抹換算で0.1％程度であろう。また、手指や靴など短時間処理を要するものでは処理前の

汚染度を出来る限り小さくする必要かあり、汚物や血液、粘液等を消毒前に洗浄したり、数個の梢
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毒槽を準備して繰返し消毒をするなどの工夫が必要であろう。あるいはアルコールとの併用により

効果の向上を計ることも有益と考れられる。

逆性石けんを器具・機材の消毒に使用する場合に問題となるのは金属腐食性と繊維への吸着性で

あろう。前者については高橋（１９８２）によれば、亜硝酸ナトリウムを0.2％の割合に加えるこ

とにより防錆が可能である。後者についてはクモ、網地等の消毒に使用する薬液の作りかえを頻繁

にすることにより効力の低下を防ぐ必要があろう。

凸

Ⅳ要約

1．ＩＰＮウイルスに対する逆性石けんの殺ウイルス効果は認められなかった。

2．逆性石けんはＩＨＮウイルスに対して高い効果を示した。

3．逆性石けんのＩＨＮウイルスに対する効果は血清の存在下で随～蛤に低下した。

4．ＩＨＮウイルスに対する塩化ベンザルコニウムの常用濃度は0.1妬程度である。

5．逆性石けんに両性石けんを加えることにより効果が高くなる傾向が認められた。

6．逆性石けんは器具・機材の消毒の場合に高い効果が規待できる。

7．手指等の短時間処理では消毒前の汚染度を低くする為の工夫、あるいはアルコールとの併用を考

えるべきである。

Ｖ昭和５４年度から５８年度（５ケ年間）の取りまとめ

1．研究の目約

年々増加する魚病の基本的対策の一つは防疫対策であり、防疫対策の一環として消毒剤の使用が

あげられる。今日、サケ・マス類の養殖場ではウイルス病の蔓延を契機として衛生思想が高揚し、

それとともに各種の消毒剤が使用されるようになった。しかし魚病の病原体への消毒剤の効果に関

する資料は少なく、現状では人畜の知見に基づいて使用されることが多い。このような状況か遷延

すれば、養殖魚家の不利益はもとより、水産における無秩序を薬剤の使用という批判を惹起するこ

とも懸念される。本研究は魚病病原体に対する消毒剤の効果に関して基礎的知見を集積し、養殖場

における消毒剤使用の適正化に資することを目的とした。

2．結 果
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1）細菌（昭和５４～５６年度実施）

最も一般的な消毒剤効力評価法とされる石炭酸係数測定法を魚病細菌に応用する場合の問題点

について、Ａ、ｓα/、ｏ〃ノｃＭａＶ．α〃ｇ〃ノノａｒｕｍ・Ｓｌａｐﾉi・ａｎｒｅｎｓの三菌種を用

いて、培地、培養温度、効果判定時間、標準菌種菌株を検討し、その結果に基づいて各種消毒剤

のせつそう病菌石炭酸係数を求めた。また、ハロゲン系消毒剤についてはＡＯＡＣ法に基づく効

力評価試験を実施した。さらに現場における消毒剤の活性阻害要因を考慮し、ニジマス糞中細菌

殺滅効果を検討した。得られた結果を以下に示す。
ａ

(1)検査指針ではブイヨン培地を指定しているが、Ａ、ｓαノｍｏｍｃＭａとＶ、α〃ｇｕｊ－

〃αγⅢ、の場合市販のハートインフュージョン乾燥粉抹培地と指定培地の結果に差は無く、

市販のハートインフュージョン培地の使用が可能である。

(2)石炭酸係数を測定する場合の培養温度は２０℃が最適と考えられる。

(3)消毒剤の効果判定が可能となる培養時間はＡｓａノｍｏｍｃＭａでは４８時間、

Ｖ・ａｎｇｍノノαγⅢ、では７２時間である。

(4)石炭酸の殺菌濃度はＡｓａノｍｏ〃ｉｃｊｄａでは１：１３５～１：１７０，Ｖ．α〃ｇｕノノノー

ｕｒｕｍでは１：２１３～１：３５０となり、対照として供試したＳｉａｐｈ．αｕｒｅｕｓ

（１：７５）と比較して殺菌濃度が類似するＡｓＱ／ｍｏｎｉｃＭａを標準菌種とした。

(5)Ａ・ｓｑノｍｏｍｃＭａは保存株と野外株、分離場所のちがいによる石炭酸感受性のちがい

が無く、ＡＴＣＣ１４１７４株を標準菌株とした。

(6)界面活性剤のＡ、ｓα／ｍｏｍｃｊｄαに対する効果はＳｔＱｐ/１．ＱｗｅｕｓＩＡＴＣＣ

６５３８ｐ株）に対する効果に比べ２～４倍高くなった。

(7)各種消毒剤のせつそう病菌石炭酸係数はＳｔａｐｈ．αｗｅｕｓと類似する傾向が認められ

た。

(8)ハロゲン系消毒剤は魚病細菌を極めて低濃度短時間で殺滅するか効果の持続は短かく、現場

において反覆使用する場合、有機ヨード剤で１００ｐｐｍ以上、次亜塩素酸ナトリウムで

２００ｐｐｍ以上の濃度が必要である。

(9)糞螂便の混入により逆性石けん、両性石けん、ヨード剤の効力は箸るし〈低下した。糞便中

の細菌の殺滅コストを算出し、市販消毒剤を用途別に比較した結果、細菌を対象とした場合

は手指の消毒には逆性石けん、靴をどの踏込消毒槽にはクレゾール石けん、養殖機材の消毒

にはヨード剤や逆性石けん、池の消毒には塩素剤が適していると考えられる。
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２）ウイルス（昭和５６～５８年度実施）

魚類ウイノレスに対する消毒剤の効力評価のための基礎実験として、ＩＰＮ、ＩＨＮウイルスを

対象に供試株化細胞、供試ウイルス液、感作温度、細胞毒性除去について検討し、その結果から

各種消毒剤の殺ウイルス効果を明らかにした。得られた結果を以下に示す。

(1)ＩＰＮウイルスではＣＨＳＥ－２１４、ＩＨＮウイルスにはＥＰＣ細胞が供試株化細胞と

して適している。

(2)ウイルス液の調整法としては細,胞内ウイルス（ＣＡＶ）の回収による方法が適し、回収法

は凍結融解法が適している。

(3)ＣＡＶ回収のためのウイルス培養時間はＩＰＮウイルスでは１５℃１２．５時間、ＩＨＮウ

イルスでは１５℃１５時間である。

(4)ＣＡＶはＩＰＮウイルスでは－２０℃で凍結保存が可能である。しかしＩＨＮウイルスで

はその都度調整する必要がある。

(5)消毒剤の感作温度は１５℃とする。

(6)消毒斉Ｉの細胞毒性除去はハロゲン系では中和法、アルコール系、フェノーノレ系、界面活性

剤系では希釈法によった。

(7)アルコール系消毒剤はＩＰＮウイルスではメタノールで効果が認められるが、イソプロパ

ノール、エタノールでは効果は認められたい。

(8)フェノール系消毒剤ではクレゾール石けんがＩＨＮウイルスに対してのみ有効である。

(9)ハロゲン系消毒剤では次亜塩素酸ナトリウム、サラン粉、ヨード剤が両ウイルスに対して

有効である。

(10界面活性剤では逆性石けんがＩＨＮウイノレスに対し高い効果を示す。しかしＩＰＮウイル

スに対しては効果は認められない。

(ｌＤＩＨＮウイルスに比べＩＰＮウイルスは消毒剤に対する抵抗性が高く、化学的消毒が因難

であることが示唆される。
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