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Ｉはじめに

本研究は本年度で三ヶ年を経過した。昭和５４．５５年度は消毒薬効力の公的評価法である石

炭酸係数測定法の魚病細菌への応用に関して検討し、サケ・マス類の代表的病原細菌である

』．ｓαノ、。〃ｊｃＭａを使用して、せつそう病菌石炭酸係数を求めた。

本年度は石炭酸係数法では効力試験成績が不安定で再現性が低いハロゲン系消毒剤について

ＡＯＡＣ法に基づく効力評価を実施するとともに、消毒剤の作用に対する阻害要因を明らかにす

るため、ニジマス糞便を使用し有機物添加による消毒剤の効力評価を行った。さらに、当初の目

的である消毒剤の効力評価とはそれるが、池等の日光消毒の効果を明らかにする目的で日光消毒

において重要な要素と考えられる紫外線・熱・の相乗作用効果の検討も試みた。

また、過去二ケ年間の研究内容を振り返り検討が不十分だったと考えられる点や、研究に着手

できなかった問題点のなかから早急に検討を要する事項を整理した結果、第一点として養殖現場

において消毒剤の作用を阻害する物理・化学的要因を明らかにすることであり、第二点として魚

病ウイルスに対する1肖毒剤の効力評価法を確立し現在使用されている各種の消毒剤の殺ウイルス

効果を明らかにするとと等が必要であることが浮彫りされた。このような観点から本年度は魚病

ウイルスに対する消毒剤の効力評価法についても基礎的な研究をあわせて実施した。

Ⅱ魚病細菌に対する消毒剤の効力評価試験

１．ハロゲン系消毒剤の効力試験

塩素やヨート゜剤などのハロゲン系消毒剤は養殖場で広く利用され、特にポピドンヨート゛剤

は水産用として販売される唯一の消毒剤でもある。したがって魚病病原体に対するこれら消

毒剤の効果に関する文献は比較的多く、ハロゲン系消毒剤は低濃度・短時間で魚病病原体に

対し有効であることが知られている。

ハロゲン系消毒剤は溶媒のｐＨによって効力や効力の持続性が異なり効力試験を行う場合、

試験成績が不安定となり易く再現性が低くなる可能性がある。そこで、飯塚（１９７７）に

基づいて溶媒のｐＨを調製するとともに効力の持続性を確認するための実験を行った。

ａ・材料および方法

〔供試菌株〕ＳＺａＰﾉb、αｕγe座ｓＡＴＣＣ６５３８ｐ株と４ｓαノ、ｏ〃ｊｃＭａＡＴＣＣ

１４１７４株の２種を供試した。

〔供試消毒剤〕塩素系の消毒剤として次亜塩素酸ナトリウム、ヨウ素系の消毒剤として
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イソジンとダイャザンの合計３剤を供試した。

〔消毒剤の希釈〕滅菌したリン酸緩衝液（ｐＨ８０）によって次亜塩素酸ナトリウムは

５０．１００．２００ｐｐｍ（有効塩素濃度）、イソジンとダイヤザンは１２５．

２５．５０．１００．２００ｐｐｍ（有効ヨウ素濃度）になるように希釈した。

〔菌液の調整〕ハートインフュージョン培地（ニッサン）で』．ｓａｌｍｏｎｊｃＭａは

２０℃・２４時間、ＳＺｃｐｈ．ｏｕｒｅｕｓは３７℃・２４時間培養し供試菌液とした。

〔操作手順〕消毒剤の希釈液１０ｍｌを作用試験管に分注し２０℃の恒温水槽に設置後、

供試菌液ＯＯ５ｍｌを作用試験管に加え撹拝し、１分後に白金耳で釣菌した後培養試

験管に移植する。釣菌後３０秒後にさらに同一作用試験管に供試菌液を００５ｍＣ加

え、その１分後に釣菌する。この釣菌と菌液の混和を１０回繰り返えし、１作用試験

管あたり１０本の後培養試験管への移植を行い、乱．ｓα／、。'ｚｊｃＭａは２０℃で培

養し４８．７２時間後、Ｓｍｐハ.αｕｌｅｕｓは３７℃で培養し２４．４８時間後の菌の

発育を観察した。

ｂ・結果

』．ｓαノｍｏｌｚｉｃＭＧとＳＺｃＰﾉ》.＠ｕｒｅｕｓにおける試験結果をそれぞれ表１，２に示した。

［

表１Ａ．ｓＭｍｏ〃jｃＭａ（ＡＴＣＣ１４１７４株）に対するハロゲン系消毒剤の効果

後培養試験管
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表２ＳＵａＰｈａａｒｅ皿ｓ（ＡＴＣＣ６５３８ｐ株）に対するハロゲン系消毒剤の効果

後培養試験管
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Ｓ【αpﾉｶ.αｕｒｅｕｓに比べＡ・ｓＭｍｏ〃ｊｃＭａの消毒剤に対する感受性が高いことにつ

いてはすでに報告（昭和５５年度）したが、本実験も同様の結果であった。供試した３剤

は両細菌に対して次亜塩素酸ナトリウム１００ｐｐｍとイソジン・ダイヤザンの５０ｐｐｍ

液かほぼ同程度の効力を示した。また、』．ｓαノ、。,ｚｊｃＭαに対するイソジン・ダイヤザ

ンの有効量は２５ｐｐｍ・１分で、これは原ら（１９７５）の報告したイソジンの８ｐｐｍ.

１５秒、ダイヤザンの４ｐｐｍ・１５秒より効力が低いことを示している。この理由とし

ては培地成分による効力の阻害およびｐＨの違いが考えられる。効力の持続についてはイ

ソジン・ダイヤザンの２５ｐｐｍは極めて短く、反覆使用の場合には少なくとも１００ｐｐｍ

以上の濃度が必要であろう。

現在、養鱒場ではウイルス病の伝染を防ぐためイソジン液（有効ヨウ素量５０ｐｐｍ。

１５分浸せき）による消毒が行われ、消毒液の使用を１回に限っているが、今回の結果は

その操作の妥当性を裏付けたものといえよう。

２．消毒剤の効力に及ぼす化学的阻害要因の検討

養殖場で利用される機会の多い消毒剤の、せつそう病菌石炭酸係数についてはすでに報告

したが、消毒剤の実際の使用にあたっては有機物などの環境中に存在する消毒剤の活性阻害
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要因を考慮しなければならない｡養殖場における活性阻害要因としては糞便、粘液、体腔液、

血液、魚卵（死卵）などが考えられ、本年度はそのうちの糞便の影響についてニジマスの糞

便の存在下で消毒剤の殺菌力を観察し、糞便中細菌殺滅効果を検討した。

１）ニジマスの糞便添加による殺菌力の変化

ａ・材料および方法

〔供試菌株〕。．ｓα／ｍｏｎｉｃＭＣＡＴＣＣ１４１７４株を供試した。

〔供試消毒剤〕ヨード製剤としてダイヤザン、逆性石けん製剤の北研ゼット、両性石

けん製剤のテレメスの３剤を使用した。

〔糞便原液の調製〕ニジマス飼育水槽の排水口付近から新鮮な糞便を飼育水とともに

採取し、２０分間静置後沈澱した糞便を１，５００ｒｐｍ．，０分遠沈処理し、その

沈澄をホモゲナイズした後蒸留水で１０筋(Ｗ／Ｖ）に希釈し高圧滅菌したものを糞

便原液とした。

〔操作手順〕ダイヤザン００５９６，北研ゼット００２％、テレメス０．２％の希釈液に、

糞便の濃度を０１、’０，２．５９６になるように加え糞便と消毒剤の混合液，Ｏｍｆ

を調製し、２０℃の恒温槽で」・ＳＭｍＯ'ＺｊＣＭａを加え生菌数の経時変化を観察し

た。生菌数の測定は普通寒天平板を使用し常法により実施した。

ｂ・結果

ダイヤザン005％液における糞便濃度と生菌数の関係を図１に示した。糞便の添加

濃度の増加に伴い殺菌に要する時間は長くなり、菌が検出されなくなるのに要する時間

は糞便濃度０．１９６で２分、１０％で３分を要し、２５％では，５分後においても，ｍを

あたり１０５個の菌が検出された。

北研ゼット０．０２９６液の結果は図２に示した。

北研ゼットもダイヤザンと類似する結果となり、菌が検出されなくなるまでに糞便濃

度０１９６で５分、１．０９６で１５分を要し、２５％では，５分後にも，05個の菌が検出さ

れた。

テレメス０２％液の結果は図３に示した。

テレメスでは糞便濃度’０，２５％で１５分後にそれぞれ，０４．，０３個の菌か検出さ

れ、０．１％では２分後に菌は検出されなくなった。糞便を加えない場合は３薬剤とも，

分後には菌は検出されなかった。
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図３テレメスの殺菌効果に対する糞便の影響

一---･_＿糞便濃度２５％、－－糞便濃度Ｌ0％、

－ﾛｰｰ糞便濃度０１９６、テレメスの濃度；０２９６、

2）消毒剤の糞中細菌殺滅効果

ａ、材料および方法

〔供試消毒剤〕塩素系消毒剤：２剤（高度サラン粉、ツルクロン）、ヨード製剤：２

剤（イソジン・ダイヤザン）、逆性石けん製剤（オスパン）、両性石けん製剤（テ

レメス）、クレゾール石けんの合計７剤を供試した。

〔操作手順〕ニジマス糞便４９６滅菌水希釈液５０ｍぞと各消毒剤（製剤濃度）の００２，

０．０４，０１，０４，１０，２．０％液５．０，２を強振混合し、感作時間１分、６０

分後に混合液０１，２中の総菌数を計測した。同時に」．ｓａノ、o'ＤｉｃＭａの懸濁液

（３．７×１０７ＣＦＵ／ｍ２）と滅菌した４％糞便液を等量混合し、その５．０，２と

各消毒剤の希釈液５．０，２を混合し、１分.６０分後に生菌数を計測した。

ｂ・結果

４％糞便液中の総菌数は８４×１０８ＣＦＵ／ｍＢであった。試験結果は表３に示した

とおりである。

鈴木（１９７７）は子豚糞便混入時の市販消毒剤の殺菌効果について報告し、大腸菌

殺滅濃度と消毒剤の価格から大腸菌殺滅コストを求め殺菌力と経済性の面から比較を行

った。鈴木の報告に準じせつそう病菌殺滅コストを算出し表４に示した。
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表３各種消毒剤のニジマス糞中殺滅効果

薬剤

瓦;Ｉ
Ⅱ

高度サラン粉 イソジンツルクロン

濃hLlji
６０

総菌

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

１
２
５
０
０
０
０

０
０
０
１
２
５
０

●
■
●
の
●
●
●

０
０
０
０
０
０
１

＋
｜
＋
｜
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋

＋
＋

＋
｜
＋

竜諭蟄 タイヤザン テレメスオス’くン

１
２
５
０
０
０
０

０
０
０
１
２
５
０

●
●
●
の
●
●
●

０
０
０
０
０
０
１

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
｜
＋
＋

＋
＋

＋
｜
＋

＋
＋

＋
＋

＋
十

クレゾール石ケン

１
２
５
０
０
０
０

０
０
０
１
２
５
０

●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
１

＋
＋
＋

＋ ＋ ＋

注）＋有効一無効

士２枚のシャーレのいずれか一方に菌の発育が認められたもの。

－７－



表４市販消毒剤のせつそう病菌殺滅コスト

殺滅コスト（円／１００２）２）

戻言焉雷~｢~､盲~『

最低殺滅濃度

術i＝≦；滝5二iｆ術i＝≦；滝5二iｆ せつそう病菌総菌せつそう病菌

円9６ 円兜
〉７００

３５０

〉１１０

１１

〉４，４００

〉４，４００

〉２，０００

１，０００

〉７６０

７６

〉７７０

３８５

３３０

３３０

〈７０

〈７０

〉ＬＯＯ
Ｐ

０．５０

〈０．０１

〈０．０１

１

６０
高度サラシ粉

〉１００

０．１０

２２

〈Ｌ１

０．２０

<001

１

６０
ツルクロン

>４，４００

２，２００

〉１００

〉LＯＣ

〉1００

０．５０

１

６０
イソジン

〉1００

０５０

1，０００

２００

０５０

０．１０

１

６０
ダイヤザン

〉1００

０．１０

３８０

７６

0．５０

０．１０

１

６０
オスハン

〉１００

０．５０

７７０

３８５

1.00

0.50

１

６０
プレメス

３３０

６６

1.00

100

1００

０．２０

１

６０
クレーゾール石けん

注）１）消毒剤の単価は１９８２年２月に調べた。

２）消毒剤の最低殺滅濃度溶液１００２を調製するのに要する費用

その結果、高度サラン粉、ツルクロン、オスバン、クレゾール石けんが、作用時間の

_違いにかかわらず経済性に優れていた。そこで、作用時間１分の場合は手指や靴等の消

毒、６０分は池や養殖器材を消毒対象と仮定すると、手指や靴の消毒液は繰返しの使用

にも効力を失わないこと、刺激性や腐食性が低いという条件が要求されるため高度サラ

ン粉やツルクロンの塩素系消毒剤は不適である。

クレゾール石けんはせつそう病菌にも一般細菌にも同程度の効力を有するが臭気があ

り、オスバンは一般細菌に対して効力がおとる点を考慮すると手指の消毒にはオスパン

をはじめとする逆性石けん製剤、靴等の消毒を目的とした踏込消毒槽にはクレゾール石

けんが適すると考えられる。

池の消毒に関しては高度サラシ粉、ツルクロンなどの塩素系消毒剤か優れており、と

くに次亜塩素酸ナトリウム製剤であるツルクロンは高度サラン粉より７～３０倍も経済
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性に優れ、液状であるため取扱いに便利で人体への吸入などの問題もなく養殖池の消毒

剤として推薦出来る消毒剤である。

しかし、養殖器材の消毒の場合は塩素系消毒剤は腐食性、効力の持続性の点で適さず、

ﾀ･イヤザン、クレゾール石ケン、オスパンが有効と考えられるが、ダイヤザンは効力の

持続性、クレゾール石けんは臭気に問題があり、オスバンの場合、逆性石けん製剤は金

属腐食性（古橋・宮前；１９７６）、セルローズ製品への吸着による薬液濃度の低下が

起こる（細淵・佐藤；１９７８）などの点を考慮する必要があろう。

本実験において評価した経済性については消毒対象を細菌に限定したものであり、消

毒対象に寄生虫・真菌・ウイルスを加えた場合には当然各消毒剤の経済的評価は変わる

ことが予想され、今後は特にウイルスに対する効力の評価が急がれる。

Ⅲ日光消毒に関する検討

１．Ｊ．ｓＭｍｏ'ＤｊｃＭαに対する紫外線の殺菌効果

』．ｓＭｍｏｌＤｊｅＭａを含め魚病病原体に対する紫外線の効果については、木村ら（１９７６）

をはじめ比較的多くの報告がある。そこで本実験では紫外線を照射する際の温度条件を変え

たときの」．ｓａｌｍｏ,ｚｊｃＭαに対する殺菌効果を検討した。

ａ・材料および方法

普通寒天平板で培養した１．ｓａｌｍｏｌＤｊｃＭａＡＴＣＣ１４１７４株を１０６ＣＦＵ／ｍｇ

になるよう蒸留水に懸濁し直径６０ｍのシャーレに１ｍを分注後、液面より１０cmの高さ

から紫外線を照射した。照射は恒温器内で行い、照射時間５，１０，２０，３０，４５，

６０，９０，１２０秒における生残菌数を計測した。実験は１０，２０，３０℃の温度条

件下で行った。

ｂ、結果

菌懸燭液の液面における紫外線照射量は３２０ａＷ.ｓｅｃ／cm2であった。各温度に

おける』．ｓα／、ｏ,ＤｊｃＭａの生菌数の変化は図４に示した。

この結果から』．ｓαノ、ｏ'ＢｊｃＭａを９９９９も殺菌するのに要する温度別の殺菌線量は

１０℃、２３４０，２０℃・２２４０，３０℃・１９２０ａＷ．ｓｅｃ／cm2となり、温度

が高くなるとわずかに殺菌効果が高くなる傾向が認められた。

木村らはＡＴＣＣ１４１７４株に対する殺菌線量を４０×１０３ａＷｓｅｃ／ｍ２と報

告している。今回はこの値より低い結果となったが、これは紫外線照射の際の供試菌の
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条件が異なることによると考えられる。

1０．０

９．０

生
菌
数
（
Ｌ
ｏ
ｇ
・
Ｃ
Ｆ
Ｕ
／
Ｍ
）

8.0

7.0

６．０

５．０

４．０

3.0

２．０

1.0

０５１０１５２０２５３０

照射時間（秒）

紫外線照射による』．ｓＱノ、o'ｚｊｃＭａ生菌数の変化

照射時の温度は（－）１０℃、（－－－）２０℃、（－）３０℃

である。

図４

魚類ウイルスに対する消毒剤の効力評価試験（中間報告）
￣

魚類ウイルスに対する効力評価法の検討

Ⅳ

1．魚類ウイルスに対する効力評価法の検討

サケ・マス類の代表的病原ウイルスであるＩＨＮ・ＩＰＮウイルスに対する消毒剤の効果

についてはＡｍｅｎｄら（１９７２）、山崎ら（１９７６）、佐々木（１９７６）、Ｅｌｌｉｏｔｔ

ら（１９７８）の報告がある。しかし、これらの報告も魚病ウイルスに対する消毒剤の有効

性を評価・決定するには十分とは言えず、また、効力評価手法が統一されていないためそれ

ぞれの結果の比較検討が困難な面があるため、今後は魚類ウイルスに対する消毒剤の効力評

価手法を統一する努力が必要であろう。

飯塚（１９７７）によれば人畜等のウイルスに関しても消毒剤効力評価のための安定した

方法は少なく、今後推薦できると考えられる代表的手法として液相法（Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｌｅｓｌ）
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と固相法（Ｃａｒｒｉｅｒｔｅｓｔ）の二つをあげている。これらの効力評価法においても試験成

績の再現性を左右する大きな要因の一つとして供試ウイルス液の調製法が考えられる。

一般に細菌の試験に比較すればウイルスでは消毒剤へ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作用を阻害するばかりでなくウイルスの保護作用も有すると

言われている（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

および細胞成分を出来るだけ含まないウイルス液の使用が要求され、従来は主として高速遠

心法や吸着法によってウイルス液の調製が行われている。渡辺ら（１９７８）はポリオウイ

ルスを使用し、細胞内ウイルスを効率的に回収することによって消毒剤の作用阻害の少ない

ウイルス液を得ることができ、その操作も比較的簡単であると報告している。

そこで、魚類ウイルスに対する消毒剤効力評価のためのウイルス液調製法を決定する目的

で、まず、ＩＨＮウイルスを使用して佐野・西村（１９８０）の報告した吸着法によって調

製したウイルス液と、血清成分を含んだウイルス液の比較を行い、さらに渡辺らの方法を応

用するためにＩＨＮ・ＩＰＮウイルスの増殖曲線を作成した。

また、培養細胞はその種類によってウイルスに対する感受性が異なり、魚病ウイルスにつ

いても細胞によってＩＨＮ・ＩＰＮウイルスに対する感受性が異なることが知られており

（荒井ら；１９８２）、ＩＨＮウイルスの不活化判定に適した細胞を選択するための予備試

験を行った。

１）供試ウイルス液の調製法に関する検討

（１）吸着法によって調製したＩＨＮウイルス液の検討

ａ・材料および方法

１２のガラス製ルーピンにＭＥＭｌｏ（日水）で培養したＥＰＣ細胞にＩＨＮウイル

ス（ＨＶ７６０１）をＭ､０．１．を１０－３にして接種し、１５℃で７日間培養を行い

ＣＰＥが十分に発現した後ウイルスを培養液ごと回収、２，０００９．２０分.４℃の

遠沈処理の後その上情をウイルス原液（ウイルスＩ液）とした。

ウイルス原液にポリエチレングリコール（ＰＥＧ）６，０００を６９６（ｗ／ｖ）と

Ｎａｃ２を０５Ｍになるように加え溶解した後４℃で２時間攪拝、さらに２，０００９．

２０分.４℃の遠沈処理を行い、生じた沈澄をＰＢＳ(-)に再浮遊ざせ供試ウイルス液

（ウイルスⅡ液）とした。

上記ウイルスルＨ液の力価が等しくなるようにＨ液をＰＢＳ(-)で希釈した後その

０５，２を有効ヨウ素濃度１．１０ｐｐｍのポピドンヨード液（商品名：水産用イソ

ジン液）５０，２に混和し、３０秒、１，５，１５，３０，６０分後に混和液１ｍぞ
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をＮ／１０チオ硫酸ナトリウム溶液Ｏｌｍｌで中和してマイクロプレートで培養した

ＥｐＣ細胞に接種した。接種量は１ｗｅｌｌあたりＯ１ｍｌとし同一試料を４ｗｅｌｌ

に接種した。実験中イソジン液の液温を２０℃に保った。

ｂ・結果と考察

調製したウイルス１．１液の力価は１０８．４．１０９．ｏＴＣＩＤ５ｏ／ｍｌであった。両ウ

イルス液を使用した、イソジン液による１ＨＮウイルス不活化実験では両液の力価を

１０８･ｏＴＣＩＤ５０／ｍどに統一した。結果は表５に示したとおりである。

表５ウイルス液調製法の異なるＩＨＮウイルスに

対するヨード剤の効果

二i三三三:麺ii霞荊檮Ei直12［〕i>[i三毫麺i:i慶了Ei直121
0.5１５１５３０６０

％*＊

麹
％
｜
％
％

翅
％
｜
％
％

％
％
％
％

％
％
％
％

翅
％
｜
麹
％

１ｐｐｍ

1０

ウイルス液Ａ ％
｜
麺
％

１

ウィルス液Ｂ

１０

ヨード剤濃度は有効ヨウ素濃度（ｐｐｍ）で示す。

分母はＷｅｌｌの数、分子はＣＰＥ(+)を示したＷｅｌｌ数

＊

＊＊

イソジン液のＩＨＮウイルスに対する効果はウイルスｌ液の場合、１ｐｐｍ・６０

分でも不活化はされないが、ウイルスＩ液では１ｐｐｍ・５分で不活化されウイルス

Ｉ液におけるイソジン液の効力阻害が認められた。また、ウイルスＨ液については完

全に血清や培地成分等を除去することは出来ないと考えられ、渡辺ら（１９７８）も

高速遠心法や吸着法によって精製されたウイルス液でもある程度の効力阻害作用が残

っているとしている。さらに、ウイルスの精製に要する操作の煩雑さも無視出来ない

問題である。したがって魚類ウイルスについても渡辺らの方法が応用出来ればこれら

の問題は解決されると考えられ、今後魚類ウイルスへの応用に関する種々の検討を行

う必要があろう。

(2)ＩＨＮ・ＩＰＮウイルスの増殖曲線と細胞内ウイルス回収に適する培養時間の推定

ａ・材料および方法

ＩＨＮウイルスの増殖曲線作成にはＥＰＣ細胞を使用した。十分に繁茂したＥＰＣ
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細胞単層を細胞分散剤で２倍に分散後２５cm２のプラスチックボトル（コーニング社

製）に５ｍどの培養液とともに２０℃で２４時間培養し、ＩＨＮウイルス（ＨＶ７６０１）

をＭＯＩを１０にして接種した。

ウイルスを接種後１５℃で培養し２，７，１０，１２，１５，２０，２５，３０時

間後に常法（北村；１９７６）により細胞内ウイルスと培養液中の遊離ウイルスを回

収しそれぞれの感染力価を測定した。

ＩＰＮウイルスについてはＣＨＳＥ細胞を使用し、ウイルスはＢｕｈｌ株を用いた。

実験手技はほぼＩＨＮウイルスの場合に準じ、ウイルス接種後１５℃で培養し、２，

４，６，８，１０，１２，１５，２０、２５，３０，４８時間後の試料について感染４，６，８，１０、

力価を測定した。

ｂ・結果と考察

ＩＨＮ・ＩＰＮウイルス
7.0

の一段増殖曲線をそれぞれ

図５，６に示した。

ＩＨＮウイルスでは、細

胞内ウイルスの増加は接種

後７時間で認められ、１０

時間から２０時間にかけて

急激に増加し、その後３０

時間目までゆるやかな増加

のカーブを示した。時間の

経過に伴なうＣＰＥの観察

では１２時間までＣＰＥは

まったく発現せず、明らか

なＣＰＥの発現が認められ

たのは接種後２０時間であ

った。一方、遊離ウイルス

の増加は１０時間で認めら

れず、１２時間以降顕著で

あった。３０時間後の細胞

内ウイルスと遊離ウイルス

6.0
ヨー～感
染
力
価
（
Ｌ
ｏ
ｇ

5.0

4.0

ＴＣＩ山／Ｍ）

3.0

2.0

1.0

０５１０１５２０２５３０

接種後経過時間（時）

ＩＨＮＶ（ＨＶ７６０１）のＥＰＣ細胞におけ

る－段増殖曲線

培養温度１５℃、（ＲＶ）は遊離ウイルス、

ＣＡＶは細胞内ウイルスを示す。

図５
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ＺＯ

－ケ－－－－－－－－－－－－－－－－－－－つＲＶ

６．０

感
染
力
価
（
Ｌ
ｏ
ｇ

5.0

4.0

3.0

Ｏ

Ｔ
Ｃ
Ｉ
Ｌ
／
Ｍ
）

2.0

1.0

０５１０１５２０２５３０３５４０４５５０
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図６１ＰＮＶ（Ｂｕｈｌ）のＣＨＳＥ細胞における－段増殖曲線

培養温度は１５℃、（ＲＶ）は遊離ウイルス、（ＣＡＶ）

は細胞内ウイルスを示す。

の感染力価はそれぞれ１０５．８．１０６.ｌＴＣＩＤ５ｏ／ｍをであった。

ＩｐＮウイルスでは細胞内ウイルスの増加は６～８時間で起こり、その後２５時間

目まで急激に増加した後、３０．４８時間にかけて減少した。

２５時間目の細胞内ウイルスカ価は１０６．７ＴＣＩＤ５ｏ／ｍｌであった。ＣＰＥは

１２時間では発現せず１５時間目ではじめて発現した。一方、遊離ウイルスの増加は

ＣＰＥの発現状況と一致し１５時間以降に顕著となり、４８時間まで増加し感染力価

は１０７６６ＴＣＩＤ５ｏ／ｍｆに達した。

ＩｐＮウイルスの一段増殖曲線に関してはＭＯＳＳら（１９６９）がＲＴＧ－２細胞

での２４℃における増殖曲線を、Ａｈｎｅら（１９７８）が同じ細胞で２０℃における

増殖曲線についてそれぞれ報告している。今回の実験結果は、ＭＯＳＳらの結果と極

めて類似した。

以上の結果からＩＨＮ・ＩＰＮウイルスを比較すると、両ウイルスの遊離ウイルス
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とＣＰＥの発現時期の関係が異なっている。これは両ウイルスの増殖様式の違い、つ

まり、ＩＰＮウイルスは細胞の崩壊によってウイルスが放出されるがＩＨＮウイルス

は出芽によってウイルスの放出が起こることに起因すると考えられる。したがってＩ

ＨＮウイルスの場合は、渡辺ら報告したポリオウイルスとは増殖様式が異なることか

ら細胞内ウイルスの回収に適した培養時間を決定するには今後若干の検討が必要であ

ろう。一方、ＩＰＮウイルスについては、細胞内ウイルスの回収はＣＰＥが発現し遊

離ウイルスが増加する以前で細胞内ウイルス量の最も高い培養時間で行えばよく、本

実験の結果では１２時間が最適培養時間と考えられる。

(3)ＩＨＮウイルスに対する消毒剤の効力評価に使用する細胞の選択

ａ、材料および方法

吸着法により調製したＩＨＮウイルス液（ＨＶ７６０１）を使用し、前項のウイル

ス液の比較実験と同様の条件下で有効ヨウ素量１ｐｐｍのイソジン液とウイルス液を

混和しウイルスの不活化状況を５種の細胞を用いて観察した。供試した細胞はＥＰＣ、

ＲＴＧ－２、ＦＨＭＳＴＥ、ＣＨＳＥ－２１４の５種である。

ｂ、結果

結果は表６にＣＰＥの発現したＷｅｌｌの数で示した。

表６各種細胞におけるイソジン液によるＩＨＮウイルス

不活化試験結果

Ｊ６Ｃ
ｒｌ

Ｌ」

］

】

「１

L」
｢１
L」

’１

Ｊ

rl
L」

'１
Ｍ

＊分母は使用したＷｅｌｌの数、分子はＣＰＥ(-HのＷｅｌｌ数である。

同一試料を５種の細胞に接種した結果はＥＰＣ細胞では１ｐｐｍ・５分のイソジン

処理試料でもＣＰＥが認められたが、ＲＴＧ－２細胞では５分処理試料ではＣＰＥは

認められず、ＦＨＭ、ＳＴＥ、ＣＨＳＥ細胞では１分処理試料でもＣＰＥは認められ

なかった。このことはＩＨＮウイルスに対してＥＰＣ細胞の感受性が高いことを示し

ており、この結果は荒井ら（１９８２）の報告とも一致する。したがってＩＨＮウイ

ルスに対する消毒剤の効力評価にはＥＰＣ細胞が適すると考えられる。
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