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Ｉはじめに

サケ．マス類の養殖場においては市販消毒剤の使用が一般化しつつある。消毒剤の普及は各地

に大きな被害をもたらしたＩＰＮ（伝染性すい臓壊死症）やＩＨＮ（伝染性造血器壊死症）など

のウイルス性疾病の流行を契機とするものである。これらのウイルス病を予防するため各種の防

疫対策が講じられ､消毒剤もその一環として利用され、魚卵や飼育池、飼育器具、手指、はき物等

の消毒に使用され防疫上の効果を上げている。サケ・マス類の養殖場で使用されている消毒剤の

主なものは、サラン粉や次亜塩素酸ナトリウム等の塩素化合物およびヨート゛ホールやポピドンヨ

ード等のヨウ素化合物、クレゾール石けん等のフェノール類、塩化ペンザルコニウムや塩化ペン

ゼトニウム等の界面活性剤、アルコール類である。しかしながら、これらの消毒剤のＩＰＮ・Ｉ

ＨＮウイルスに対する効果に関する基礎資料は少なく、Ａｍｅｎｄ＆ＰｉｅｔｓｃＭ１９７２）およ

び山崎ら（１９７６ハ佐々木ら（１９７６）、Ｅｌｌｉｏｔ（１９７８）により報告されている程

度である。既報の文献のなかで塩素化合物とヨウ素化合物については繰り返し取り上げられてお

り、資料も比較的多いが、他の消毒剤に関しては十分とは言い難い。このように基礎的知見が不

十分な状態で、一方で市販消毒剤の水産への利用頻度の増加は使用法に混乱を生ずるばかりでな

く、将来Ⅲ乱用〃との批判を招来する結果と成り得ることも懸念され、現在使用されている消毒

剤について資料の蓄積が急がれるところである。この現状を踏まえ当場では昭和５４～５６年度

の魚病細菌を対象とした消毒剤の検討に引き続き、ＩＰＮｏＩＨＮウイルスに対する消毒剤の殺
ウイルス効果を検討した。

Ｈ魚類ウイルスに対する消毒剤の殺ウイルス効果の評価

Ｌ供試株化細胞に関する検討

一般に消毒剤の殺ウイルス効果判定には株化細胞が使用される。またウイルスの増殖に適

した株化細胞はウイルスの種類によって限定される。つまり株化細胞の種類によってウイル

スの感受性が異なることが知られている。魚類由来株化細胞についても同様で、Ｋｅｌｌｙら

（１９７８）はＩＰＮウイルスに対してはＦＨＭよりＲＴＧ－２の感受性が高く、ＩＨＮウ

イルスに対してはＣＨＳＥ－２１４、ＲＴＧ－２に比べＦＨＭの感受性が高いことを報告し

た。またＦｅｎｄｒｉｃｋら（１９８２）はＣＨＳＥ－２１４およびＳＴＥ－１３７、ＲＴＧ－２、

ＥＰＣ、ＦＨＭのＩＨＮウイルスに対する感受性を比較し、ＥＰＣとＦＨＭの感受性が他の

３種に比べて高いことを報告した。このように両ウイルスに対する株化細胞の感受性が異な
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ることから、消毒剤の殺ウイルス効果の評価に際して供試細胞の選択が必要と考えられたた

め以下の実験を行った。

材料および方法
へジーヘーーダーダーダー宍～～宍～～

①供試ウイルスＩｐＮウイノレス（Ｂｕｈｌ.）およびＩＨＮウイノレス（ＨＶ７６０１）を供
試した（以降ＩＰＮＶ、ＩＨＮＶと略記する）。両ウイルスは東京水産

大学水族病理学講座西村講師より分与いただいた。

②供試ウイルスＩＰＮＶはＲＴＧ－２、ＩＨＮＶはＦＨＭで１５℃・７日間培養後PEG
液の調製 ６０００吸着濃縮法（佐野・西村；１９８０，１９８１）により培地成分

と血清を除去し供試ウイルス液とした。両ウイルスの感染力価はＩＰＮＶ

が１０１o９８、ＩＨＮＶが１０９ＤＴＣＩＤ５ｏ／伽であった。

③供試株化細胞ＲＴＧ－２およびＦＨＭ、ＣＨＳＥ－２１４、ＳＴＥ－１３７、ＥＰＣ
の５種の魚類由来株化細胞を供試した。

④供試消毒剤おＰｖＰ－Ｉ製剤（商品名：水産用イソジン液、以降イソジンと略記する）
よび濃度 を供試した。実験に際してはＩＰＮＶでは１０ｐｐｍの有効ヨウ素量になる

ようにＰＢＳ（－）で希釈し使用した。

⑤消毒剤とウイ接触時間は３０秒および１分、５分、１５分、３０分とし消毒剤とウイ
ルスの接触時ルス液を混和後ストップウオッチを作動させ､…所定時間後中和剤を加えイ
間

ソジンの作用を停止させた。

⑥実験温度９～１１℃の室温中で実施した。

Ｍｂチオ硫酸ナトリウム溶液（蒸留水希釈・高圧滅菌）を使用した。⑦供試中和剤

⑧消毒剤との接三角フラスコに上記濃度のイソジン液を４０ｍZ取り、ウイルス液0.4祁
触方法 を加え、所定時間毎にその混合液177zZをあらかじめ中和剤０．１，８を分注し

て置いた５刎容のスクリューパイアルに移し、イソジンの作用を停止きせ

株化細胞への接種材料とした。

⑨株化細胞へのガラス製培養ピン中で十分に繁茂した各細胞単層を２倍に分散し、ＭＥ
接種法

Ｍ２０．１〃とともにマイクロプレートに植え、２０℃で２０～２４時間培養

した後、上記により準備した材料０．０５，０を接種した。なお、接種に際して

は同一材料について４ｗｅｌｌを使用した。

⑩判定接種後のマイクロプレートを１５℃で培養し１４日間ＣＰＥの発現の有無
を観察した。
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結 果

ｌＰＮＶおよびＩＨＮＶに対するイソジンの殺ウイルス効果をそれぞれ表１，表２に示

した。

表１イソジン液のＩＰＮＶに対する殺ウイルス効果

接触．時間（分）
株化細胞

0.5１５１５３０

％
％
％
％
％

＊％
％
苑
％
％

％
％
％
％
％

％
％
％
％
％

％
％
％
％
％

ＲＴＧ－２

ＦＨＭ

ＣＨＳＥ－２１４

ＳＴＥ－１３７

ＥＰＣ

*分母は使用したｗｅｌｌ数、分子･はＣＰＥ（＋）のｗｅｌｌ

数である。

表２イソジン液のＩＨＮＶに対する殺ウイルス効果

接触時間（分）
株化細胞

0.5１５１５３０

苑
％
％
％
随

＊

苑
苑
随
苑
苑

％
％
％
％
％

％
％
％
％
宛

％
％
％
％
％

ＲＴＧ－２

ＦＨＭ

ＣＨＳＥ－２１４

ＳＴＥ－１３７

ＥＰＣ

*分母は使用したｗｅｌｌ数、分子はＣＰＥ（＋）のｗｅｌｌ
数である。

ＩＰＮＶについては表１に示すように、有効ヨウ素量１０ｐｐｍのイソジン液に接触させ

た場合１分以上の接触時間では完全に不活化された。接触時間が３０秒の場合にはＣＨＳ

Ｅ－２１４にのみ接種したｗｅｌｌの半数にＣＰＥが観察された。

ＩＨＮＶについては表２に示すように、有効ヨウ素量１ｐｐｍのイソジン液に接触させた

場合接触時間毎のＣＰＥの発現状況は株化細胞によってかなり異なり、ＦＨＭやＣＨＳＥ

－２１４、ＳＴＥ－１３７では接触時間が１分以上になるとＣＰＥは観察されなかった。
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しかしＲＴＧ－２では１分でもＣＰＥが観察され、さらにＥＰＣについては５分でも

接種したｗｅｌｌの半数にＣＰＥが観察された。

論議

今回の実験結果についてＩＨＮＶでは各株化細胞間の感受性の違いを比較出来たが、

ＩＰＮＶではイソジン液の濃度設定がやや高すぎたことから、ＣＰＥの発現がＣＨＳ

Ｅ－２１４のみに限られ、他の４種の株化細胞間の比較は出来なかった。しかしＩｐ

ＮＶに対するＣＨＳＥ－２１４の感受性が他の４種よりも高いことは今回の結果から

も推定できる。また、これらの結果はＫｅｌｌｙら（１９７８）およびＦｅｎｄｒｉｃｋら

（１９８２）の結果や我国における荒井ら（１９８２）の結果と一致することから、

ＩＰＮＶに対するＣＨＳＥ－２１４、ＩＨＮＶに対するＥＰＣの感受性は他４種より

明らかに高いと言える。したがって、現時点においては両ウイルスに対する消毒剤の

効果を評価する場合にはＣＨＳＥ－２１４、ＥＰＣが供試株化細胞として適している

と考えられる。

2．供試ウイルス液の検討

ウイルスに対する消毒剤の効果の評価において実験成績の再現性を左右する要因の一つは

供試ウイルス液である。一般に細菌と比較するとウイルスの実験では消毒剤の阻害要因の影

響が大きいとされ、培養液中の血清や塩類は消毒剤の活性を阻害するばかりでなく、ウイル

ス保護作用も有している（飯塚；１９７７）。このため消毒剤の効力評価にはウイルス粒子

以外の培地や血清、細胞成分を含まないウイルス液の調製が要求され、一般に超遠心法や吸

着濃縮法が用いられている。

ウイルス液の調製法に関して渡辺ら（１９７８）はポリオウイルスを使用して簡易な調製L〉

法を報告した。それは、細胞内で増殖したウイルスが培地中へ遊離する直前に細胞破壊によ曇

ってｳ伽を効率的に回収する方法である｡｡の方法で調製したｳｲﾙｽ液は他の方法よりj蕊
も消毒剤活性阻害が少なく、また操作に特殊な機器を必要としない｡そこで､本法を魚類ｸｉｊ鬘
イルスに応用することを目的として、ＩＰＮＩＨＮＶの細胞内ウイルス回収に必要な培養篭

ご雲

条件を明らかにした。■iJH薑
さらに従来からの調製法の－つである吸着後縮法によるウイルスおよび培地成分を含む姪

イルス液と消毒剤の活性阻害について比較した。
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1）細胞内ウイルス回収法の検討

（１）ＩＰＮＶ、ＩＨＮＶの一段増殖曲線

材料および方法

①供試ウイルスＩＰＮＶ（ＢｕｈＬ）およびＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）である。

②供試株化細胞ＩＰＮＶはＣＨＳＥ－２１４、ＩＨＮＶはＥＰＣである。

③供試培地牛胎児血清（Ｇｉｂｃｏ）を１０冊の割合に加えたイーグルＭＥ

Ｍ培地（アール塩、日水）を使用した。

④培養温度ＩＰＮＶ・ＩＨＮＶとも１５℃である。

⑤ウイルス接種法十分に繁茂した細胞単層を分散剤で２倍に分散後２５㎡のプ

ラスチックボトル（コーニンク社製）に５，１の培養液とともに

植え２０℃で２４時間培養後、古い培地を捨て、細胞単層表面

をハンクス液で洗浄し、ウイルスをＭＯＩを１０で接種した。

接種後ティルティングを行いつつ吸着させ、１時間後に余分の

ウイルスをハンクス液で洗浄除去し、新らしい培地５畑を加え

て培養した。

⑥感染力価の定量ウイルス接種後ＩＰＮＶでは２，６，８，１０，１２，１５，

２０，２５，３０，４８時間培養、ＩＨＮＶでは２，７，１０，

１２，１５，２０，２５，３０時間培養時の液内ウイルス

（Ｆｌｕｉｄｖｉｒｕｓ：以降ＦＶと略記する。）と細胞内ウイルス

（Ｃｅｌｌ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ：以降ＣＡＶと略記する。）の

感染力価（ＴＣＩＤ５ｏ／ｉ１ｚＺ）をマイクロタイター法によって定

量した。ＣＡＶの回収手順は北村（１９７６）に準じ、細胞の

回収にはラパーポリスマンを使用し、細胞破壊は音波処理によ

った。

結果

ＩＰＮＶ、ＩＨＮＶの一段増殖曲線をそれぞれ図１，２に示した。

ＩＰＮＶのＣＡＶの力価はウイルス接種後６～８時間目より上昇を始め、２５時間

目をピークとしてその後３０，４８時間目にかげて直線的に低下した。２５時間目の

ＣＡＶの力価は１０６．７ＴＣＩＤ５ｏ／〃であった。なお、細胞の顕微鏡観察では１５時

間目に微弱なＣＰＥが観察された。一方、ＦＶについてはＣＰＥが観察された１５時

－５－
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４８時間目のＦＶ
間以降に力価の上昇が認められ、その後４８時間目まで上昇した。４８時間日のＥＶ

の力価は１０Ｚ６ＴＣＩＤ５ｏ／､Zに達した。

ＩＨＮＶのＣＡＶの力価はウイルス接種後の７時間目より上昇を始め、１０時間か

ら２０時間目にかげて急激に上昇し、その後３０時間までゆるやかに上昇した。３０

時間目のＣＡＶの力価は１０ｑ１ＴＣＩＤ５ｏ／１Ｍであった。細胞の顕微鏡観察では２０

時間目に明らかなＣＰＥが認められた。一方ＦＶの力価は１２時間以降に急激に上昇

し、３０時間後の力価は１０５Ｌ８ＴＣＩＤ５ｏ／1Ｍになった。

ＺＯ
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Ｍ
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2.0

1.0

０５１０１５２０２５３０３５４０４５５０

接種後経過時間（時）

ＩＰＮＶ（Ｂｕｈｌ.）のＣＨＳＥ－２１４における－段増殖

曲線（ＦＶは液内ウイルス、ＣＡＶは細胞内ウイルスを示

す。）

図１
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７．０
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3.0
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接種後経過時間（時）

図２ＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）のＥＰＣにおける－段増殖曲線

（ＦＶは液内ウイルス、ＣＡＶは細胞内ウイルスを示す。）

議論

ＣＡＶの回収にあたってはＩＰＮ・ＩＨＮＶの一段増殖曲線からウイルス回収に最

適な培養温度と時間を決定する必要がある。培養温度についてはＩＰＮＶの増殖適温

は１５～２２℃と考えられ（Ｍａｌｓｂｅｒｇｅｒ＆Ｃｅｒｉｎｉ；１９６５、Ｋｅｌｌｙ＆

Ｌｏｈ；１９７５、Scherre，ＢｉＣ＆ＣＣｈｅｎ；１９７４）、ＩＨＮＶでは１３～

１８℃（Ｗｉｎｇｆｉｅｌｄ；１９６９）とされており、今後両ウイルスに対する消毒剤の

殺ウイルス効果実験を遂行するに際して培養温度が統一されていることは大きな利点

と考えられることから、ＩＰＮＩＨＮＶとも１５℃とした。

ＩＰＮＶの一段増殖曲線に関してはＭＯＳＳら（１９６９）がＲＴＧ－２で２４℃に

おいて、Ａｈｎｅら（１９７８）が同じ株化細胞で２０℃における増殖曲線を報告して
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いる。今回のＣＨＳＥ－２１４での１５℃における増殖曲線はこれらの文献と一致した。
この増殖曲線から、ＣＰＥが未発現でＦＶの力価が低い培養時間内でＣＡＶの力価の

最も高い１２～１３時間がＣＡＶ回収に最適な培養時間と考えられる。

ＩＨＮＶについてはＣＰＥの発現がウイルス接種後２０時間目であったことから、

ＣＰＥの発現する以前でＣＡＶの力価が最も高い１５時間がＣＡＶ回収に最適な培養

時間と考えられる。なお、ＣＰＥの発現とＦＶの力価上昇開始時間にくい違いがふら

れるが、これはＩＨＮＶの増殖様式がＩＰＮＶと異なり、細胞内ウイルスが細胞崩壊

を起こす以前に出芽によって培養液中に放出されることに起因すると考えられる。

(2)ＣＡＶの回収手順と保存

材料および方法

①供試ウイルスＩＰＮＶ（Ｂｕｈｌ.）およびＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）を用いた。

②供試株化細胞ＩＰＮＶはＣＨＳＥ－２１４、ＩＨＮＶはＥＰＣを用いた。

③供試培地牛胎児血清（Ｇｉｂｃｏ）を１０％の割合に加えたイーグルＭＥＭ培地

（アール塩、日水）を使用した。

④ウイルス接種十分に繁茂したＣＨＳＥ－２１４およびＥＰＣを２倍に分散後５００

，Ｍガラス製ルー形培養びん中に４０刎の培養液とともに植え、２０℃

で２４時間培養した。その後ＭＯＩを１０ＴＣＩＤ５ｏ／ｃｅｌｌにして

ＩＰＮＶとＩＨＮＶを接種した。

⑤培養温度と時両ウイルスとも培養温度は１５℃、培養時間はＩＰＮＶが１３時間
間

ＩＨＮＶは１５時間とした。

⑥細胞破砕法所定時間培養後古い培地を捨て、細胞をＰＢＳ（－）で３回洗浄後

分散剤処理し、８，２のＰＢＳ（－）に再浮遊させ凍結融解法により破

砕した。細胞破砕後３０００ｒｐｍ、１５分の遠心分離を行ない上済を

回収しＣＡＶ液とした。なお、凍結融解の回数を１，２，３，４回と

したときのＣＡＶの回収量を比較した。

⑦ＣＡＶの保存上記により回収したＣＡＶ液を５伽のスクリューバイァルに0.1mＺ

ずつ分注し、－２０℃および－８０℃に保存し８週間まで感染力価を

測定した。

⑧感染力価の側マイクロタイター法によりＴＣＩＤ５ｏ／秘を測定した。
定
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果

①凍結融解の回数とＣＡＶの感染力価

Ｓｈｅｌｌ－ｆｒｅｅｚｉｎｇにより回収されたＣＡＶの感染力価を図３に示した。

凍結融解の回数とＣＡＶの感染力価についてＩＰＮＶでは１回で１０７－６，２回

で１０Z４，３回で１０７L４，４回で１０Ｚ３となり、回数が増えても得られるＣＡＶ

の感染力価は変わらなかった。またＩＨＮＶでは１回で１０６．８，２回で１０１６，

３回で１０Z３，４回で１０７Ｌ５ＴＣＩＤ５ｏ／〃となり、回数が２～４回では感染力

価は変わらなかったが、１回ではやや低くなった。

結
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－
Ｌ
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Ｇ
・
Ｔ
Ｃ
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Ｄ
ｍ
／
Ｍ
Ｌ
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４１ ２３

〉東結融解回数

…１ＰＩＷ，[二二コｌＨＮＶ

図３凍結融解回数とＣＡＶの感染力価

②ＣＡＶの保存

－２０℃および－８０℃の凍結保存に伴なうＩＰＮＶとＩＨＮＶの感染力価の

変化を図５に示した。

ＩＰＮＶでは－２０℃保存で８週後まで感染力価の変化は認められなかった。

また－８０℃では保存開始後１週目に感染力価の低下する傾向が認められたが、

その後は８週目まで安定であった。ＩＨＮＶでは－２０℃－８０℃保存とも保

存開始後１週目に感染力価の低下がみられ､－２０℃では開始時に１０Ｚ３ＴＣＩＤ５ｏ

／，，zZであった感染力価は１週目には104.5ＴＣＩＤ５ｏ／､Zに、また－８０℃
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凍結融解法によって得られるＣＡＶの感染力価図４

では開始時に１０７ｂ６ＴＣＩＤ５ｏ／１Ｍであった感染力価は１週目に１０a１ＴＣＩＤ５ｏ

／〃に低下した。しかし、 ２０℃、 ８０℃とも１週目以降は感染力価の低下

ま認められなかった。

９．０

感８．０

染７．０

力６．０

５
ｍ価５．０

０
０
０
０

０

●
●
●
●

４
３
２
１

－
Ｌ
Ｏ
Ｇ
・
Ｔ
Ｃ
ｌ
Ｄ
ｍ
／
Ｍ
Ｌ
｝

ｄｏ

■

Ｂ

２ ４

保存期間（週

８

図５ ＩＰＮＶ・ＩＨＮＶの保存と感染力価の変化
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考察

①凍結融解とＣＡＶの感染力価

細胞破砕法には凍結融解法、ガラスホモジナイザー法、音波処理法がある。消

毒剤実験における供試ウイルス液の調製ではＣＡＶの活性を損なうことと回収効

率を上げることはもとより、消毒剤、特にハロゲン系消毒剤では細胞破砕片は重

要な活性阻害因子となることから、ウイルス液中の細胞破砕片を出来る限り少な

くすることは重要である。凍結融解法はガラスホモジナイザー法や音波処理より

も破砕力が弱く、微小な細胞破砕片の生ずる可能性が低いと考えられ、目的に最

も適する細胞破砕法であろう。このような理由から渡辺ら（１９７８）も凍結融

解法によっている。一方、凍結融解法は破砕力が弱いために、株化細胞によって

は１００妬の細胞をこわすことが出来ず、ＣＡＶの回収効率が低下することも考

えられる。しかし今回の実験ではＩＰＮＶ、ＩＨＮＶともに回収液の感染力価は

ほぼ１０７ＤＴＣＩＤ５ｏ／伽を示し（図４）、消毒剤実験用のウイルス液として十

分な力価であることから凍結融解法が導入出来る。さらに凍結融解の回数につい

て渡辺ら（１９７８）は細胞破砕片を少なくする目的で回数を１回に限定してい

る。しかし供試株化細胞間で破砕性に差のあることも懸念されたため、回数によ

るＣＡＶの力価の違いを調べた。その結果ＩＨＮＶについては１回では２～４回

に比べ感染力価はやや低くなった。しかしその差は小さく、またＩＰＮＶについ

ては回数による差が認められないことから、ＩＰＮＶ、ＩＨＮＶとも凍結融解の

回数は１回で十分と考えられる。

②ＣＡＶの保存

ＩＰＮＶとＩＨＮＶの保存についてはＷｏｌｆら（１９６８）、Ｗｏｌｆ＆Ｑｕｉｍｂｙ

（１９７１）、ＭｃＭｉｃｈｅｌら（１９７５）、Ｐｉｅｔｃｈら（１９７７）の報

告があり、ＩＰＮＶはスキムミルクや乳糖などの添加物とともに－２０℃以下

で保存すれば長時間安定であること、また低温での安定性はウイルス株によって

異なることが知られている。ＩＨＮＶについてはＭＥＭｌｏ中で－２０℃で保存し

た場合５２週間安定であったことが報告されている。このように血清や添加物等

のウイルス保護剤の存在下での保存性については知られているが保護剤を何ら含

まない条件下での保存性についての資料は無い。消毒剤の実験においては、調製

したＣＡＶ液の凍結保存が可能であれば実験の能率あるいは再現性の面で好都合

である。実験の結果ＩＰＮＶについては－２０℃での凍結保存が可能と考えられ
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たが、ＩＨＮＶについては凍結開始後１週目の定量において明らかな感染力価の

低下が認められた。これについては感染力価が１週目以降比較的安定しているこ

とから、凍結時にウイルスの不活化が起こった可能性が強く、Ｐｉｅｔｓｃｈら

（１９７７）の言うように凍結速度の影響もしくはウイルス保護剤を含まないこ

との影響、両方の相乗的作用によるものと考えられ、ＩＨＮのＣＡＶの保存に際

してはさらに凍結条件等に検討を要することから、当面はＩＨＮＶについては実

験毎にＣＡＶを調製することが望ましいと考えられる。

2）調製法の異なるウイルス液に対するヨード剤の殺ウイルス効果の比較

材料および方法

①供試ウイルス

②供試株化細胞

ＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）である。

ＦＶの調製にはＦＨＭ、ＣＡＶの調製およびＦＶとＣＡＶに対す

るヨード剤の効果判定にはＥＰＣを使用した。

十分に繁茂したＦＨＭ細胞単層を２倍に分散させ、５００１Ｍのガ

ラス製ルーピンに培養液４０７７zZとともに培養し、ＭＯＩを１０－３

ＴＣＩＤ５ｏ／ｃｅｌｌにしてウイルスを接種し１５℃で培養した。８

日後に、ＣＰＥが十分発現して細胞がガラス面よりほとんど完全に

剥離したものを回収し2,000テー２０分の遠沈後上漬をＦＶ液とし

た。

上記により調製したＦＶ液を佐野・西村（１９８０）の方法によ

り吸着濃縮し、供試ウイルス液（ＦＶ・ＰＥＧ液と略記する。）と

した。

＋分に繁茂したＥＰＣ細胞単層を２倍に分散させ、５００１１zZのガ

ラス製ルーピンに培養液４０，８とともに植え２０℃で１日培養した

ものにウイルスをＭＯＩ１０ＴＣＩＤ５ｏ／ｃｅｌｌで接種した。接種

後１５℃で１５時間培養し、ＣＰＥ発現以前の細胞を回収、８秘の

ＰＢＳ（－）に再浮遊させ凍結融解を１回実施した。その後3,000

ｒｐｍ－１５分遠沈し上清をＣＡＶ液とした．

前項１の供試株化細胞に関する検討の実験方法に準じ各ウイルス

液に対するイソジンの殺ウイルス効果を検討した。実験に際しては

各ウイルス液の感染力価を１０７.ｏＴＣＩＤ５ｏ／秘に調整した。

③ＦＶ液の調製

④ＰＥＧ６，０００

吸着濃縮ウイ

ルス液の調製

〆

⑤ＣＡＶ液の調

製

⑥ヨード剤によ

る殺ウイルス

実験
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⑦感染力価の測

定
各ウイルス液とも調製直後にマイクロタイター法により感染力

価を測定した。

結果と論議

各ウイルス液の調製時の感染力価はＦＶ液が１０a３，ＦＶｏＰＥＧ液が109.0、ＣＡ

Ｖ液が１０Ｔ４ＴＣＩＤ５ｏ／畑であった。イソジン液の各ウイルス液に対する殺ウイルス効

果を表３に示した。イソジンの濃度が１０ｐｐｍ（有効ヨウ素量）では各ウイルス液とも

３０秒で不活化された。しかし、１ｐｐｍの場合には各ウイルス液間で不活化の程度に差

が認められＦＶ液では３０分でも完全な不活化は行われず、ＦＶ・ＰＥＧ液では５分、

ＣＡＶ液では１５分で完全に不活化された。このようにヨード剤の活性阻害はＦＶ液が

最も大きくＦＶ・ＰＥＧ液が最も少なかった。ウイルス液の消毒剤活性阻害について渡

辺ら（１９７８）はＣＡＶ液は極て阻害が小さいことを報告しており、今回のＣＡＶ液

の結果とくいちがいを見せている。これは今回の実験で凍結融解後のＣＡＶ回収時に細

胞破砕片が混入したことが考えられることから、ＣＡＶ液を消毒剤実験の供試ウイルス

液として使用する場合には細胞破砕片が混入しないよう十分な注意が必要であろう。

表３調製法の異なるＩＨＮＶに対するヨード剤の殺ウイルス効果

ヨード剤濃度 接触時間（分）
ウイルス液

(ｐｐｍ）0.5１ ５１５３０

苑刻刻刻２/４

％％％％％

１

ＦＶ

１０

捌苑％

％％％

％
％

％
％

１

ＦＶ・ＰＥＧ

１０

鉛苑兇％％

％％％％％

１

ＣＡＶ

１０
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3．消毒剤の作用温度に関する検討

消毒剤の殺菌作用は一般化学反応と同じように作用時の温度の影響をうける。一般にかな

り広い範囲にわたって温度係数（ＱＩｏ）は２～３の範囲にあるが、２０℃以下の低温では

Qioの値が箸るしく増大することがあり、逆に２以下のこともある（芝崎；１９７７）とさ

れる。したがって消毒剤の作用温度は消毒剤の活性からは２ｏ℃以上であることが望ましい。

一方、魚類ウイルス、特にサケ科魚類の病原ウイルスは至適温度が低温域にあるため作用温

度はウイルス側からの制限を受ける。ＩＰＮＩＨＮＶに関してはＩＰＮＶは高温にも比較

的耐性がある（江草；１９７８）とされるが、ＩＨＮＶは高温では不安定でＭｃＡｌｌｉｓｔｅｒ

ら（１９７４）は淡水中で２０．６℃で２４時間以内に９０％の活性が失われたと報告してい

る。そこで、ＩＰＮ、ＩＨＮＶに対する消毒剤の作用温度を決定するために、各種温度条件

下における両ウイルスの蒸留水中の活性の変化を検討した。

材料および方法

①供試ウイルス ＩＰＮＶ（Ｂｕｈｌ.）のＣＡＶ液、ＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）のＣＡ

Ｖ液およびＦＶ液を供試した。それぞれの感染力価はＩＰＮＶ１０ａ１

ＩＨＮＶのＣＡＶ液106.3ＴＣＩＤ５ｏ／加である。

ＩＰＮＶは１０，２０，３０７℃、ＩＨＮＶは１０，２０，３７℃お

よび１５℃における活性の変化を調べた。

上記温度の水浴中に静置し３０分、１，２，４，６時間後の感染力

価を測定した。なおＩＨＮＶ・３７℃区のみ１５分後の測定を行った。

ＰＢＳ（－）で調製した各ウイルス液を５畑のスクリューパイアル

に0.5刎ずつ分圧し、所定温度の恒温水槽中に静置し、所定時間毎に

パイアル２本ずつを取り出し感染力価を測定した。

常法によりマイクロタイター法によって測定した。

②供試温度

③観察時間

④操作手順

⑤感染力価の測

定

結果

ＩＰＮＶおよびＩＨＮＶの１０，２０，３７℃における感染力価の変化を図６に、ＩＨＮ

ＶのＣＡＶ液およびＦＶ液の１５℃における変化を図７に示した。ＩＰＮＶは１０～３７℃

において感染力価の低下は認められず安定であった。ＩＨＮＶは１０，１５℃においては感

染力価は低下しなかった。しかし３７℃では開始時に１０６．３ＴＣＩＤ５ｏ／秘であった感染力
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価が１５分後にはく１０１．８となり、９９．９９筋以上の低下を示した。また２０℃においても

2時間後には103.9ＴＣＩＤ５ｏ／伽となり９９９６以上の感染力`価の低下が認められた。

【］

３．【］

ｕ
厩

染

分．Ｕ
Ｆ１

L」

力

．

価

Ｌ
ｏ
Ｃ
Ｔ
Ｃ
Ｉ
Ｄ
ｍ
／
Ｍ
Ｌ

【
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図６各種温度でのＩＰＮＶおよびＩＨＮＶの感染力価の変化
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０

図７１５℃におけるＩＨＮＶの感染力価の変化

考察

ＩＰＮＶについては１０～３７℃の条件下で活性の低下は認められず２０℃以下での殺ウ

イルス効果の評価が可能である。しかしＩＨＮＶについては２０℃以上の温度条件下ではウ

イルスの不活化が起こる。したがって両ウイルスに対する消毒剤の殺ウイルス効果を評価す

る場合には①今後の実験において結果を比較検討する場合に両ウイルスに対する作用温度を

統一することが望ましいこと、②両ウイルスはサケ科魚類の主として稚魚の病原体であり、

冬から春の産卵期や稚魚育成期の低温条件下での殺ウイルス効果を確認する必要があること、

③サケ科魚類は冷水性魚類であり養殖の現場は年間を通じて温度条件は低く、２０℃を起す

条件下での使用はむしろ少ないこと、などから作用温度は１５℃とすべきであろう。また、

ＩＰＮＶについては２０℃以上、さらに両ウイルスについて１０℃以下の低温における殺ウ

イルス効果を確認しておくことが望ましいと考えられる。

4．消毒剤の作用停止および細胞毒性除去法の検討

消毒剤の殺ウイルス効果を検討するには、消毒剤を作用きせ所定時間経過後にウイルスの
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活性を株化細胞のＣＰＥによって確認し左ければならない。その際には、接種に先立って消

毒剤の作用停止および細胞毒性の除去を行なう必要があり、一般に中和法と希釈法が用いら

れる。本年度はアルコール系およびフェノール系、逆性石ケン製剤、ホルマリンに関する希

釈法の導入に関し若干の検討を行った。

材料および方法

①供試薬剤

エチルアルコール（試薬特級）、イソプロピルアルコール（試薬特

級）､メチルアルコール（試薬特級）を使用した。

石炭酸（試薬特級）および市販のクレゾール石ケン液を使用した。

アルコール

系消毒剤

フェノール

系消毒斉Ⅱ

逆性石ケン

製剤

塩化ペンザルコニウム製剤（商品名；「北研」ゼット、本剤１，０００

，Ｍ中に塩化ベンザルコニウム８０ヲを含む。および商品名；オスパン

液「ダイゴ」、塩化ベンザルコニウムの１０Ｗ／ｖ妬水溶液）を使用

した。

試薬特級（ホルムアンデヒト゛３５冊含有）を使用した。

ＣＨＳＥ－２１４およびＥＰＣを使用した。

アルコール系は試薬を原液とし、その他の薬剤はＰＢＳ（－）で５

％にたるように希釈し原液とした。実験に際しては原液を１００～１０７

までＰＢＳ（－）で１０倍段階希釈し細胞接種液とした。

培養ピン中で十分に繁茂した細胞単層を分散後ＭＥＭ２で２倍に希釈

しマイクロプレートに植え２０℃で２４時間培養した後供試した。培

養液量は１ｗｅｌｌあたり０.Ｍ２である。実験法として２つの方法を実

施した。その－つは各消毒剤の所定隈度の希釈液を１ｗｅｌｌあたり

０．０５刎加え、そのまま２０℃で培養する方法。もう一つは消毒剤希

釈液を１ｗｅｌｌあたり０．０５１Ｍ加え、１５℃の室温下で１時間静置し、

細胞単層をＰＢＳ（－）で３回洗浄した後新らしいＭＥＭ２を0.111zZ加

え２０℃で培養する方法である。

２０℃で培養し、ＣＴＥの発現の有無を光学顕微鏡下で１週間観察

した。

ホルマリン

②供試株化細胞

③薬剤の濃度お

よび希釈液

④消毒剤の細胞

への接触方法

⑤判定
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結果

各消毒剤のＣＨＳＥ－２１４およびＥＰＣに対する毒性を除去するために必要を最低希釈

倍数を表４に示した。消毒剤希釈液を加え、細胞単層を洗浄せずに培養した場合にＣＴＥが

発現しなくなる最低希釈倍数はアルコール系消毒剤で１０２倍、逆性石ケンで１０５倍であっ

た。また、細胞単層を洗浄したのも培養した場合にはアルコール系消毒剤で１０倍、フェノ

ール系消毒剤で１０～１０２倍、ホルマリンで１０４倍、逆性石ケン製剤で１０４倍～１０５倍

となり、逆性石ケン製剤のオスパンを除き細胞単層を洗浄することによって細胞毒性はしiＯ
～l/iooと低くなった。

表４消毒剤の細胞毒性除去に要する最低希釈倍数

希釈倍数（１０９１０）
消毒剤

CＨＳＥ－２１４ＥＰＣ

フ・ロパノーノレ

エタノール

メタノール

クレゾール石ケン

石炭酸

ホルマリン

北研ゼット

０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
■
●
●
●
●
●

２
２
２
３
３
６
５
５

０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
●
●
●
●
●
●

２
２
２
３
３
６
５
５

洗
浄
七

ズ

オスパン

フ・ロパノール

エタノール

メタノール

石炭酸

クレゾール石ケン

ホルマリン

北研ゼット

０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
●
●
●
●
●
■

１
１
１
１
２
４
４
５

０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
●
●
●
●
●
●

１
１
１
２
２
４
４
４

時
間
接
触
後
洗
浄

オスパン
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考察

消毒剤の作用停止と細胞毒性除去法として中和法と希釈法が代表的であることはすでに述

べた。このうち中和法に関して飯塚ら（１９７５）、北村（１９７６）、吐山（１９７６）

は消毒剤の中和剤として表５に示す薬剤を挙げている。このうちハロゲン系消毒剤に対する

チオ硫酸ナトリウムの中和効果は高く、渡辺ら（１９７８）は塩素剤、ヨート゛剤の殺ウイル

ス効果実験に際し叩・チオ硫酸ナトリウムを使用した。著者ら（１９８１）も魚類ウイルス

の実験においてlyIoチオ硫酸ナトリウムの使用が可能であることを確認した。－万ハロゲ

ン系以外の消毒剤の中和剤については中和による消毒剤の作用停止後も細胞毒性が残るたぬ

きらに作用停止後の影響を除去するために、ウイルス粒子の分画遠心による洗浄や透析によ

る毒性成分の除去等の操作が必要となり、その使用については今後の検討が必要である。

希釈法については、今回の結果からアルコール系、フェノール系消毒剤については細胞毒

性除去に要する希釈倍数が低く、接種材料を希釈することによるウイルスカ価の低下等の影

響が少ないと考えられ、希釈法による実験が可能であろう。また、ホルマリンや逆性石ケン

製剤については細胞毒性除去に要する希釈倍数が高く、これらの消毒剤に関する希釈法の導
入と中和剤の使用は今後検討を要する重要な課題と考えられる。

表５消毒剤とその中和剤

消毒剤

次亜塩素ソーダ

ヨード剤

ホルマリン

飯塚ら（１９７５） 北村（１９７６） 吐山（１９７６）

チオ硫酸ナトリウム

チオ硫酸ナトリウム

ジメドン

チオ硫酸ナトリウム

チオ硫酸ナトリウム

ジメドン

チオ硫酸ナトリウム

チオ硫酸ナトリウム

重ソウ（３％）、
アンモニア

逆性石ケン リュプロールｗ＋
レシチン、牛乳

陰イオン界面活性剤
(３％)＋レシチン(２％）

陰イオン界面活性剤
(１妬)＋ﾚｼﾁﾝ(0.5％）

レシチン、牛乳

クロールヘキシンジ リュプロールｗ＋
レシチン

レシチン

クルタルアルデヒト． 重炭酸ナトリウム 重ソウ（１筋）、

二硫化水素

水銀斉リ

ヘキサクロロフェン

チオクリコレート

Ｔｗｅｅｎ８０、血清

シスチン

Ｔｗｅｅｎ８０Ｔｗｅｅｎ８０(0.5％）
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ⅢＩＰＮ、ＩＨＮウイルスに対する各種消毒剤の殺ウイルス効果

前項Ⅱの検討結果に基づいて本年度はアルコール系およびフェノール系、ハロゲン系消毒剤の
ＩＰＮ、ＩＨＮウイルスに対する殺ウイルス効果を検討した。

材料および方法

①供試ウイルス ＩＰＮＶ（Ｂｕｈｌ.）およびＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）のＣＡＶおよび

ＦＶ（ＭＥＭｌｏ懸濁液）を使用した。

②供試消毒剤アルコール系としてエタノールおよびメタノール、イソプロパノール

（試薬特級）、フェノール系として石炭酸（試薬特級）およびクレゾー

ル石ケン液（局方）、ハロゲン系として次亜塩素酸ナトリウム（鶴見曹

達社、有効塩素濃度１２００００ｐｐｍ）および高度サラン粉（南海化学工

業社、有効塩素濃度600,000ｐｐｍ）、ヨード剤（商品名；イソジンお

よびダイヤザン）を使用した。これらの消毒剤の希釈は、ハロゲン系は

ＰＢＳ（ｐＨ8.0）で行ない他はＰＢＳ（－）によった。

③ウイルス不活化実験手順の模弍図を図８に示した。ＩＰＮ、ＩＨＮＶをＰＢＳ（－）

実験（ＦＶではＭＥＭ,ｏ）で１０６ＴＣＩＤ５ｏ／加になるように希釈し、ハロ

ゲン系消毒剤では消毒剤希釈液０．５畑にウイルス希釈液0.5畑を加え、

アルコールおよびフェノール系消毒剤では消毒剤希釈液０．９秘にウイル

ス希釈液Ｏ１ｊｉｚＺを加えたのち、’疸温水槽で１５℃に所定時間放置した。

所定時間毎の消毒剤の反応停止はハロゲン系ではDJ/ioチオ硫酸ナトリ

ウムを1/１０容加え、その他の消毒剤は希釈によった。

不活化の判定は感作の終了したウイルスと消毒剤混合液ＯＭＣをＩＰ

ＮＶではＣＨＳＥ－２１４、ＩＨＮＶではＥＰＣ細胞試験管４本および

マイクロプレート４穴に接種し、１５℃で２週間培養しＣＰＥを観察し、

全ての試験管およびマイクロプレートのｗｅｌｌでＣＰＥの阻_止が認めら

れるものを＋、一部にＣＰＥの阻止が認められるものを±、全ての試験

管およびマイクロプレートのｗｅｌｌでＣＰＥの発現したものを－と判定

した。
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結果

１．ＩＰＮウイルス（Ｂｕｈｌ.）に対する消毒剤の殺ウイルス効果

１）イソプロパノール

表６および表７に示すとおりＩＰＮＶに対してイソプロパノールは９

では効果は認められなかった。

０％以下の擾度

表６１ＰＮＶ(ＣＡＶ）に対するイソプロパノールの効果

濃度㈱

間
紛
時
く

５０６０７０８０９０

５
０
５
０
０

１
１
３
６

表７１ＰＮＶ（ＦＶ）に対するイソプロパノールの効果

時間

(分）

濃度㈹

９０

５
０
５
０
０

１
１
３
６

（マイクロプレート使用）

2）エタノール

表８および表９に示すとおりＩＰＮＶ（ＣＡＶ）に対しては９表８および表９に示すとおりＩＰＮＶ（ＣＡＶ）に対しては９０９６，６０分のみ効果が

認められ、血清を含む場合（ＦＶ）は９０冊、６０分でも効果は認められなかった。

－２２－



表８１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対するエタノールの効果

時間

(分）

濃度㈱

５０６０７０８０９０

５
０
５
０
０

１
１
３
６

士
士
士
士
士

表９１ＰＮＶ（ＦＶ）に対するエタノールの効果

時間

(分）

濃度㈱

８０９０

５
０
５
０
０

１
１
３
６

(マイクロプレート使用）

3）メタノール

表１０および表１１に示すとおりＩＰＮＶ（ＣＡＶ）に対しては６０冊では６０分、

７０％では１０分以上、８０，９０％では２５分でＣＰＥは認められなかった。また血

清を含むＦＶの場合でも８０％以上で３０分で効果が認められた。
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表１０１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対するメタノールの効果

(分）５０６０７０８０９０

５

●

２
５
０
５
０
０

１
１
３
６

十
十
十
十
十
十

十
十
十
十
十
十

一
十
一
十
十
十
十

一
一
十
一
十
一
士
十

表１１１ＰＮＶ（ＦＶ）に対するメタノールの効果

間
刷

時
く 濃 度㈱

￣￣■－－－－￣￣￣￣￣----￣－－￣－－－￣－－－－－－

５０６０７０８０９０

３０
＋＋

６０
＋ ＋

(マイクロプレート使用）

4）石炭酸

表１２および表１３に示すとおりＩＰＮＶ（ＣＡＶ）に対しては５妬で５分以上で効
果が認められたがＦＶの場合には５％、６０分でも効果は認められたかった。

表１２１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対する石炭酸の効果

￣

(分）0.1０．５1.0５．０

５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋

－－￣￣－－－－－－－－－￣－－￣￣－－－－￣￣￣￣￣－－
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表１３１ＰＮＶ（ＦＶ）に対する石炭酸の効果

時間

(分）

濃度㈱

0.51.0２．５５．０

５
５
０
０

１
３
６

5）クレゾール石ケン

表１４および表１５に示すとおりＣＡＶに対しては５９６で５分以上で効果が認められ

たがＦＶの場合には５冊、６０分でも効果は認められなかった。

表１４１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対するクレゾール石ケンの効果

時間

(分）

濃度㈹

0.1０．５１．０5.0

５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋

表１５１ＰＮＶ（ＦＶ）に対するクレゾール石ケンの効果

時間

(分）

濃 度㈱

0.51.0２．５５．０

５
５
０
０

１
３
６

（マイクロプレート使用）

6）次亜塩素酸ナトリウム

表１６および表１７に示すとおりＣＡＶに対しては有効塩素農度４ｐｐｍで２５分で効

果が認められたがＦＶでは８００ｐｐｍ、６０も効果は認められなかった。
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表１６１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対する次亜塩素酸ナトリウムの効果

濃度（有効塩素量ｐｐｍ）時間

(分） ２４８１６

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

表１７１ＰＮＶ（ＦＶ）に対する次亜塩素酸ナトリウムの効果

濃度（有効塩素量ｐｐｍ）時間

(分） ５０１００２００４００８００

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

（マイクロプレート使用）

7）サラン粉

表１８および表１９に示すとおりＣＡＶに対しては有効塩素濃度２ｐｐｍ、１５分ある

いは４ｐｐｍ以上、２．５分で効果が認められた。ＦＶに対しては２００ｐｐｍ、６０分でも

効果が認められず、４００，８００ｐｐｍでは細胞毒性のために判定不能であった。

表１８１ＰＮＶ（ＣＡＶ）に対するサラン粉の効果

濃度（有効塩素量ｐｐｍ）時間

(分） ２４８１６

＋
＋
＋
＋
＋

５

●

２
５
５
０

１
３

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
十

＋
＋
十

６０ ＋

－２６－



表１９１ＰＮＶ（ＦＶ）に対するサラシ粉の効果

濃度（有効塩素量ｐｐｍ）時間

(分） ５０１００２００４００８００

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥ；細胞毒性発現（マイクロプレート使用）

8）ヨード剤

表２０および表２１に示すとおりＣＡＶに対してイソジンは有効ヨウ素量２．５ｐｐｍ、

６０分あるいは５ｐｐｍで１５分以上、１０，２０ｐｐｍで2.5分以上で効果が認められ、ダ

イヤザンでは５ｐｐｍで１５分、１０，２０ｐｐｍで2.5分以上で効果が認められた。ＦＶに

に対してはイソジンの場合１，０００ｐｐｍ、ダイヤザンの場合２５０ｐｐｍで効果は認めら

れなかった。をお、ダイヤザンについては５００，１０００ｐｐｍでは細胞毒性のために

判定不能であった。

表２０ヨード剤のＩＰＮＶ（ＣＡＶ）に対する効果

消毒剤時間

(商品名）（分）

､i１度（有効ヨウ素量ｐｐｍ）

1．２５２．５５．０１０．０２００

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

＋
十
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

イ
ソ
ジ
ン

十
一
十
十
十

一
一
十
一
十

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

ダ
イ
ヤ
ザ
ン

＋
＋
十

－２７－



表２１ヨード剤のＩＨＮＶ（ＦＶ）に対する効果

消毒剤時間

(商品名）（分）

濃度（有効ヨウ素量ｐｐｍ）

６２．５１２５２５０５００１，０００

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

イ
ソ
ジ
ン

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

》タ
イ
ヤ
ザ
ン

ＣＴＥ；細胞毒性の発現（マイクロプレート使用）

２１ＨＮウイルス（ＨＶ７６０１）に対する消毒剤の殺ウイルス効果

１）イソプロパノール

表２２および表２３，２４に示すとおりＣＡＶに対しては３０妬、１５秒で効果が認

められ、ＦＶに対しても同様の効果が認められた。

表２２１ＨＮＶ（CAV）に対するイソフ゛ロパノールの効果（１）

時間

(秒）

濃 度 ㈲

４０５０６０７０８０９０

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

０
０
０
０
０

１
３
６
２
４

１
２

（マイクロプレート使用）

－２８－



表２３１ＨＮＶ（CAV）に対する

イソプロパノールの効果（２）

表２４１ＨＮＶ（ＦＶ）に対する

イソブロパノールの効果

時間

(秒）

濃度㈱ 時間

(秒）

濃度“）

２０３０４０ ２０３０４０

＋
＋
＋
＋

＋
＋
十
＋

’
｜
’
＋
’

５
０
０
０

１
３
２
０

１
３

１５

３０

１２０

３００

＋
＋
＋
＋

十
＋
＋
＋

2）エタノール

表２５および表２６，２７に示すとおりＣＡＶに対しては４０妬、１０秒で効果が認

められ、ＦＶに対しても同様の効果が認められた。

表２５ＩＨＮＶ（ＣＡＶ）に対するエタノールの効果（１）

時間

(秒）

濃 度 ㈱

４０５０６０７０８０９０

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

０
０
０
０
０

１
３
６
２
４

１
２

(マイクロプレート使用）

表２６ＩＨＮＶ（ＣＡＶ）に対する

エタノールの効果（２）

表２７１ＨＮＶ（ＦＶ）に対する

エタノールの効果

時間

(秒）

濃度焼） 時間

(秒）

捜度㈱

２０３０４０ ２０３０４０

＋
＋
＋
＋

一
一
十
一
十
一

一
一
十
一
一

５
０
０
０

１
３
２
０

１
３

十
十
十
十

０

士
一
一
一

１５

３０

１２０

３００

－２９－



3）メタノール

表２８および表２９に示すとおりＣＡＶに対しては４０％、１５秒で効果が認められ
た。なお、ＦＶに対する実験は行わなかった。

表２８１ＨＮＶ（ＣＡＶ）に対するメタノールの効果（１）

時間

(秒）

濃 度 ㈱

４０５０６０７０８０９０

＋
＋
＋
＋
＋

０
０
０
０
０

１
３
６
２
４

１
２

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋

（マイクロプレート使用）

表２９ＩＨＮＶ（CAV）に対するメタノールの効果（２）

時間

(秒）

濃度㈱

２０３０４０

１５

３０

１２０

３００

＋
＋
＋
＋

＋

＋

4）石炭酸

表３０および表３１に示すとおりＣＡＶに対しては１

れた゜ＦＶに対しては２．５％、１５分でも効里は認砧侈

ｘ○上YL不，こ宛りしＡＶに刀しては１％、１５分以上で効果が認めら

－ては２．５％、１５分でも効果は認められたかった。

IＨＮＶ（ＣＡＶ）に対する石炭酸の効果表３０

時間

(分）

濃度㈱

０．２５０．５１．０２．５５．０

５

Ｅ
Ｅ
Ｅ
Ｅ

Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ

Ｃ
ｃ
ｃ
Ｃ

Ｅ
Ｅ
Ｅ
Ｅ

Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ

Ｃ
ｃ
ｃ
Ｃ

｜
＋
｜
＋

＋
｜
’
＋
’

５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋

ＣＴＥ；細胞毒性の発現

－３０－



表３１１ＨＮＶ（ＦＶ）に対する石炭酸の効果

濃度㈱時間

(分） ０．２５０．５１．０２．５5.0

ＣＴＥ

ＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

ＣＴＥＣＴＥ

５
５
０
０

１
３
６

ＣＴＥ：細胞毒性の発現

5）クレゾール石ケン

表３２および表３３に示すとおりＣＡＶに対しては０．１％、５分で効果が認められ、

ＦＶに対しては０．５％、５分以上で効果が認められた。

表３２１ＨＮＶ（ＣＡＶ）に対するクレゾール石ケンの効果

濃度㈱時間

(分） ０．１０．３１．０3.0

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

５
５
０
０

１
３
６

表３３１ＨＮＶ（ＦＶ）に対するクレゾール石ケンの効果

時間

(分）

擾度㈹

0．１２５０．２５０．５１．０

＋ ＋＋

＋ ＋＋

＋＋ＣＴＥ

士＋ＣＴＥ

５
５
０
０

１
３
６

ＣＴＥ；細胞毒性の発現

－３１－



6）塩素剤

表３４および表３５に示すとおりＣＡＶに対しては次亜塩素酸ナトリウムでは有効塩

素量８ｐｐｍ３０秒、サラン粉では４ｐｐｍ３０秒で効果が認められた。ＦＶに対しては

次亜塩素酸ナトリウム２００ｐｐｍ、３０秒で効果が認められた。なお、ＦＶに対するサ

ラン粉の実験は行わなかった。

IＨＮＶ（ＣＡＶ）に対する塩素剤の効果表３４

時間 濃度（有効塩素量ｐｐｍ）
消毒剤

(分） 0.5 1.0 2.04.0８．０

次
亜
塩
素
酸
ナ
ト
リ
ウ
ム

０．５

１

２．５

５

１５

十
十
十
十
十

十
一
十
一
十
士
士

0．５

１

＋ＮＴ

＋ＮＴ

士＋ＮＴ

＋＋ＮＴ

＋ ＋ＮＴ

サ
ラ
ン
粉

２．５

５

１５

ＮＴ実験を行わず

表３５ＩＨＮＶ(ＦＶ)に対する次亜塩素酸ナトリウムの効果

時間

(分）

獲`度（有効塩素量ｐｐｍ）

５０１００２００

５
●

２
５
５
０
０

１
３
６

＋
＋
＋
＋
＋

士
十
一
十

－３２－



7）ヨード剤

表３６に示すとおりＣＡＶに対してイソジンでは有効ヨウ素量８ｐｐｍで３０秒、ダ

イヤザンでは４ｐｐｍで５分あるいは８ｐｐｍで2.5分以上で効果が認められた。なお、ＦＶ

に対するヨード剤の実験は行わなかった。

表３６１ＨＮＶ（ＣＡＶ）に対するヨード剤の効果

濃度（有効ヨウ素量ｐｐｍ）消毒剤時間

(商品名）（分） 0.5１．０２０４．０８．０

十
十
十
十
十

一
十
一
十
一
十
十
一

一
十
一
一
十
十

一
一
一
十
一
十

一
一
一
十
十
一

０．５

１

２．５

５

１５

イ
ソ
ジ
ン

十
一
十
一
十
十
十

一
十
一
一
十
十

一
一
一
一
十
一

一
一
一
一
十

０．５

１

２．５

５

１５

マタ
イ
ヤ
ザ
ン

考察

以上の結果からＩＰＮ、ＩＨＮＶに対するアルコール系、フェノール系、ハロゲン系消毒剤

の殺ウイルス効果を整理すると表３７のようになる。

アルコール系消毒剤のＩＰＮ、ＩＨＮＶに対する効果についての報告は無い。今回の結果で

はＩＰＮＶに対しイソプロパノーノレは効果が無く、エタノールの場合も９０％－６０分でかろ

うじて不活化されることから、その効果は低いと考えられる。一方、メタノールでは６０９６－

６０分、８０％－２．５分で効果が認められ、血清を含むＦＶの場合でも効果は変わらをかつ1k二。

しかし、一般にメタノールは微生物に対する作用力が弱く、消毒剤としては用いられてはおら

ず、Ｃｏｘら（１９４７）やＰｏｌｌａｒら（１９４９）によればインフルエンザやポリオウイルス

（ＭＥＦ）などはメタノールにより沈澱を生ずるが感染能力は消失しないとしていることから、

今回の結果についてはＣＰＥが発現しないことと感染能力との関連についてさらに検討する必

要があろう。ＩＨＮＶに対してはイソフ゛ロパノール、エタノール、メタノールともに３０～４０

－３３－



妬の低儂度で短時間に効果を示し、血清を含む場合にも効:果は変わらないことから、手指等の
消毒剤として現場においても使用出来ると考えられる。

表３７各種消毒剤の殺ウイルス効果

ＣＡＶ ＦＶ（ＭＥＭ,ｏ）

二５５稟WｦT霊ﾗｰﾌ｢ﾌﾆﾆﾖ案F。
Ｖｉｒｕｓ

殺ウイルス効果㈲ 殺ウイルス効果㈹殺ウイルス効果㈹

イソプロパノール

（9095-60分）

メタノール

（８０%－３０分）

エタノール

（9096-60分）
メタノール

（６０９６－６０分）
メタノール

（8096-2.5分）

ヨード剤

（５ppm－１５分）
ヨード剤

（１０ppn戸2.5分）
次亜塩素酸ナトリウム

（４ppm-2.5分）
サラシ粉

（２ppn戸１５分）
クレゾール石ケン

（５９６－５分）
石炭酸

（５％－５分）

イソプロパノール

（9096-60分）
エタノール

（９０％-60分）
ヨード剤

(1000ppm-60分）
次亜塩素酸ナトリウム

（800ppm-60分）
サラン粉

(200ppm-60分）
クレゾール石ケン

（596--60分）
石炭酸

（５９６－６０分）

ＩＰＮＶ

イソプロパノール

（３０％－１５秒）
エタノール

（４０９卜１５秒）
メタノール

（４０９６－１５秒）

ヨード剤

（８ppm-2.5分）
次亜塩素酸ナトリウム

（８ppn-30秒）
サラン粉

（４ppm－３０秒）
クレゾール石ケン

（0.Ｍ－5分）

石炭酸

（１９５－１５分）

イソフ・ロパノール

（３０％－１５秒）
エタノール

（4096-15秒）
次亜塩素酸ナトリウム

(200ppm-2.5分）
クレゾール石ケン

（0.595-5分）

石炭酸

（2.5％-15分）

IＨＮＶ

－３４－



フェノール系消毒剤についてはクレゾール石ケンの効果についてＩＰＮＶでは山崎ら（１９

７６ハＩＨＮＶでは佐々木ら（１９７６）の報告があり、山崎ら（１９７６）はＩＰＮＶに

対して０．１％、３０分で有効とし、佐々木ら（１９７６）はＩＨＮＶに対して０．４％、３０分

で有効とした。ＩＰＮＶに対するクレゾール石ケンの効果については山崎ら（１９７６）と今
回の結果ととは明らかに異なることから、今後の検討が必要と考えられる。ＩＨＮＶについて

は佐々木ら（１９７６）のウイルス液調製法では若干の消毒剤阻害因子の混入が推定されるこ

とから、著者らのＦＶの結果と比較するのが妥当と考えられ、今回の結果は佐々木ら（１９７６）
と一致した。したがってＩＨＮＶに対しクレゾール石ケンは有効と考えられる。石炭酸は一般
的にウイルスに対する作用は期待できない（高橋ら：１９８２）とされており、今回の結果で
もＩＰＮ、ＩＨＮＶに対する効果はほとんど認められなかった。

ハロゲン系消毒剤については、ヨードホールや無機塩素化合物のＩＰＮ、ＩＨＮＶに対する

効果についてＡｍｅｎｄ＆ＰｉｅｔｃＭ１９７２）、山崎ら（１９７６）、佐々木（１９７６）、
Ｅｌｌｉｏｔ（１９７８）の報告があり、これらの消毒剤が両ウイルスに有効であることが知られ

ている。しかしこれらの報告の有効濃度や時間についてみると、研究者によってかなりの差が

認められる。たとえばＩＰＮＶに対するヨードホール（ＰＶＰ－Ｉ）の有効儂度および時間は

ＩＰＮＶに対してＡｍｅｎｄ＆Ｐｉｅｔｓｃｈ（１９７２）は３２ｐｐｍ１２－５分、山崎ら（１９７６）
は８０ｐｐｍ１２－３０分と報告し、ＩＨＮＶに対してはＡｍｅｎｄ＆Ｐｉｅｔｓｃｈ（１９７２）は
２５ｐｐｍ１２－１５秒、佐々木ら（１９７６）は４０ｐｐｍ１２－３０分と報告した。このよう左

研究者による有効濃度のちがいは各種の実験条件が異なることに起因することは無論のことで

あるが、その中で供試ウイルス液の調製法の違いが大きく影響していると考えられる。一般に
ハロゲン系消毒剤は有機物による活性阻害が大きいことが知られており、ヨート゛剤に関してい

えば、今回の結果において血清の存在下では、ＩＰＮＶに対して１，０００ｐｐｍ－６０分で効果か

認められなかったことからも明らかである。つまり既報の実験においてウイルス液調製法の違
いから、その中に含まれる有機物の量に差が生じ、実験データーの差となって現われたものと
考えられる。したがって今後、ハロゲン系消毒剤の効果を検討する場合にはウイルス液調製法

に留意する必要があろう。また、現場での使用に際してはハロゲン系消毒剤の特性を把握し、
使用条件や方法に細かな配慮が必要であろう。

今回の結果をみると消毒剤の効果がＩＰＮＶとＩＨＮＶとで異なる傾向が認められ、ＩＰＮ

ＶはＩＨＮＶよりも消毒剤に対する抵抗性が高いと考えられる。このことはＩＰＮＶは化学的
消毒による防疫策の困難性を示唆している。
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