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Norovirusの 代替 指標 と してFeline Calicivirusを 用 いた,

手指 に添 加 した ウイルス の速乾性 消毒 剤 に よる擦式 消毒,

ウ ェ ッ トテ ィ ッシュ に よる清拭 お よび機 能水 を用 い た

手洗 い に よる除去 お よび不 活化効 果 の検討
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要 旨

ノロウイルス(NV)に よる集団胃腸炎の予防対策に資するため,ノ ロウイルスと同じカリシウイルス科

に属 し,培 養可能であるネコカリシウイルス(FCV)を 用い,ウ イルス感染価 と遺伝子量 を指標 に,速 乾

性消毒剤(ク ロルヘキシジン,第 四級アンモニウム塩 ヨー ド化合物),ウ ェットティッシュ(ク ロルヘキ

シジン,第 四級アンモニウム塩 安息香酸PHMB),機 能水(強 酸性電解水,オ ゾンのナノバブル水)の

手指衛生効果の比較を行 った.速 乾性消毒剤にはいずれもウイルス除去効果はな く,ヨ ー ド化合物を含むも

のにのみ有意なウイルス不活化効果がみ られた.ウ ェットティッシュでは界面活性剤を含む安息香酸および

PHMB含 有品に強い除去効果 と不活化がみ られた.機 能水 によるすす ぎ洗いの効果が確認され,さ らに石

けんを用いることにより除去効果も強まる傾向がみ られた.こ れらの検討か ら有効な手洗い方法の選択がウ

イルス性胃腸炎の発生予防お よび拡大防止策となることが示唆された.
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序 文

近年,ノ ロウイルス(Norovirus:NV)が 検出 され

た集団胃腸炎において,従 来の生カキ等二枚貝の喫食

が原因と推定 される事例の割合が低下傾向にある.か

わって,非 発症の調理従事者か らNVが 検出される場

合を含め,共 通喫食歴に生カキ等二枚貝が含まれない

事例や,保 育園,高 齢者施設などの施設内でみられる

食品を介 さない,ヒ トからヒ トへの伝播 によると推定

される事例の割合が増加傾向にある1)2).これ らが原因

となる食中毒や感染症予防対策 として最も効果的な方

法は手洗いの励行であり,そ の効果についてはすでに

報告 した3).一 方,施 設においては手洗いのほか,速

乾性消毒剤による擦式消毒や,市 販のウェットテイッ

シュによる清拭が用い られている例 も見受け られる.

NVが 培養できないため,こ れ らの薬剤の有効性につ

い て の 検 証 はNVの 代 替 指 標 と してNVと 同 じ

Calicivirus科 に属す るネ コカリシウイルス(Feline

Calicivirus:FCV)を 代替指標 とした不活化試験が報

告されている.し か し,報 告は薬剤 とウイルス液との

検証が主流であ り4)～6),実際に手指に添加 したウイル

スの不活化効果および除去効果についての検討は限 ら

れている7)8).そこで,速 乾性消毒剤による擦 りこみ と

ウェットティッシュによる清拭が手指に添加 したウイ

ルスに対 して不活化および除去効果を持つか否かにつ

いて検討 した.ま た,ウ イルス不活化作用が期待され

る機能水 として,強 酸性電解水およびオゾンを含むナ

ノバブル水による手洗いの効果について も併せて検討

を試みた.
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Table 1 Antiseptic drug products for viral inactivation and removal by hand rubbing trial (A to C),

wet wipes (D to G), and functional water (H to K)

*: Polyhexamethylene biganide

材料および方法

1.　供試ウイルス株 とウイルス液の調整

既報3)と同様 に,FCVの ワクチ ン株であるF9株 を

用いた.F9株 をCRFK(Crandell Resse Feline Kid-

ney)細 胞 に感染 させて培養 し,10974TCID50/100μLに

調整 したウイルス液を500μLず つ分注 し,各 検討時

まで-80℃ に凍結保存 した.

2.　使用速乾性消毒剤 ウェッ トテ ィッシュおよび

機能水

速乾性消毒剤 としてCDCの 医療現場における手指

衛生のためのガイ ドライ ン9)に記載されているクロル

ヘキシジン,第 四級アンモニウム塩 ヨー ド化合物が

それぞれ含 まれる市販のアルコール溶剤3製 品を用い

た(Table1のA, B, C).

ウェッ トティッシュとして,ク ロルヘキシジン,第

四級アンモニウム塩 安息香酸 ポリヘキサメチレン

ビグアナイ ド(Polyhexamethylene Biganide: PHMB)

がそれぞれ含 まれる市販のウェットティッシュ4製 品

を用いた(Table1のD, E, F, G).

機能水 として強酸性電解水 とオゾンのナノバブル水

を用いた.強 酸性電解水は電解水生成装置(ホ シザキ)

によりNaClを 電解質 として生成 し,pH2.7以 下,有

効塩素濃度30mg/L以 上 のものである.オ ゾンのナ

ノバブル水 は産業技術総合研究所においてオゾンのマ

イクロバブルを水中で圧壊 させることにより製造 され

たものを使用 した.

3.　手指へのウイルス添加と薬剤処理

既報3)と同様,手 指へのウイルス添加は凍結 保存 し

たFCVの ウイルス液500μLを 融解後,MEM培 地を

1mL加 え(3倍 に希 釈),全 量15mLを 両手 指 に20

秒間擦 りこみ風乾 し,これをウイルス陽性対照 とした.

その後,以 下の3方 法 により手指 に添加 したウイルス

の不活化,お よび除去効果を比較検討 した.す なわち,

一つめは,速 乾性消毒剤 を手指に3回 噴霧 し,擦 りこ

み後風乾させた.二 つめは,ウ ェットティッシュ各1

枚 により手指表面を15秒 間ふ きとり,風 乾させた.三

つめは,不 活化効果を期待する機能水 を手洗いに用い

た際に,感 染価 と遺伝子量の比率に差が出るかを比較

する目的で,以 下の3つ の処理法によって検討 した.

すなわち,あ らか じめ分取 した強酸性電解水50mLに

よるもみ洗い10秒 後,水 道水によるすす ぎを15秒 間

した場合(H),連 続 して塩素イオ ンが連続 して供給

される条件 として強酸 性電解水による15秒 間のすす

ぎのみを実施 した場合(I),お よび手指洗浄用ハン ド

ソープによるもみ洗い10秒 後,強 酸性電解水 による

15秒 間のすす ぎを実施 した場合(J)で ある.オ ゾン

のナノバブル水については,強 酸性電解水(H)と 同

様の処理 により効果 を検討 した(K).す す ぎ後は手

に残った水 をペーパータオルでふ き取 った.

4.　手指か らのウイルス回収

既報3)と同様に,米 国FDA(U. S. Food and Drug

Administration)が 推奨するGlove Juice法10)に基づ

いた森田らの変法11)により手洗い効果測定用試料を得

た.す なわち上記の処理後MEM培 地 を20mL入 れ

たラテックスグラブに手洗い後の片手 を挿入 し,指 頭

2秒,指 間2秒(親 指と人差 し指間は4秒)を 各2回,

手のひら10秒,手 の甲10秒 を各1回 のもみ洗いをし

た後,グ ラブ内のMEM培 地を回収 した.

各処理後のMEM培 地回収液をフィルター(口 径:

0.22μm)で ろ過 した もの を試料 として,ウ イルス感

染価およびウイルス遺伝子量 を測定することにより,

各処理 による効果を調べた.

上記方法を4回 繰 り返 し,各 方法による不活化お よ

び除去効果について比較検討を行った.
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Fig.1 Effect of inactivation by hand rub-

bing (A), wet wipes (B) and washing with

functional water (C) on FCV infection of

CRFK cells
*: Rinsed in running water . **: Rinsed in

running electrolyzed acid water.

A Hand rubbing

B Wet wipes

C Functional water

5.　ウイルス感染価の測定

既 報3)と同様 に 回 収 液 をCRFK細 胞 に接 種 し,

TCID50/100μLを 求めた.さ らに得 られた感染価の対

数値の平均をとり対照のTCID50/100μLを100と して

ウイルス生残率を求め,不 活化効果を判定 した.

6. FCV遺 伝子量の測定

除去効 果 を判定 す るた め に,回 収 液100μLか ら

RNAを 抽 出12)し,逆 転写反応 を行い,cDNAを 作製

後,FCV F9株 のポリメラーゼ領域 に設計 したプライ

マーペ ア(F9-3F/F9-3R)とTaqManプ ローブ と し

Table 2 Effect of inactivation by hand rubbing, wet

wipes and using functional water for hand washing trial

on FCV infection of CRFK cells

*: statistically significant (p=0 .029)

てF9-3を 用いたrealtime-PCR法3)に よりFCV遺 伝子

量の測定 を行った.得 られた値の対数値を平均 し,対

照の遺伝子量を100と してそれぞれの回収率 を求め,

除去効果 を判定 した.

成 績

1.　ウイルス不活化効果の比較

各方法 による処理後のTCID50/100μLをFig.1,ウ

イルス生残率をTable2に 示 した.

速乾性消毒剤のうち,ク ロルヘキシジン(A)お よ

び第四級アンモニウム塩(B)を 含 む製品では有意 な

感染価の減少はみられなかったが,ヨ ー ド化合物含有

製 品(C)は,TCID50/100μLは1/1,000以 下 とな り,

ウイルス生残率 も1%以 下 とな り有意な感染価の減少

効果がみ られた

4種 類のウェットテイッシュ処理後のウイルス生残

率は,ク ロルヘキシジン含有品(D)で 有意 な減少は

認めなかったが,他 の3つ はいずれも有意な減少を示

し,も っとも効果的なもの はPHMB含 有 品(G)で

あ り,生 残率は1%以 下に減少 した.

強酸性電解水を用いた3つ の異なった処理方法によ

る検討の結果,い ずれの場合 も有意な生残率の減少を

みとめたが,最 も効果的な方法はハ ンドソープとの組

み合わせによるものであ り,TCID50/100μLは1/1,000

か ら1/10,000以 下に,生 残率 も0.1%以 下に減少 した.

強酸性電解水 と同様に処理 した(H)ナ ノバブル水(K)

の生残率は,強 酸性電解水の1/10以 下であった.

2.　ウイルス除去効果

処理後の手指に残 るウイルス遺伝子量をFig.2,回

収率をTable3に 示 した.

速乾性消毒剤(A～C)処 理ではいずれの場合 もウ

イルス遺伝子量の減少はほ とん どみ られ なか った.

ウェ ットティッシュの うち,ク ロルヘキシジン(D)

平成19年5月20日
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Fig.2 Effect of viral removal by hand rub-
bing (A), wet wipes (B) and hand washing

with functional water (C)
*: Rinsed in running water . **: Rinsed
in running electrolyzed acid water.

A Hand rubbing

B Wet wipes

C Functional water

あるいは第四級アンモニウム塩含有品(E)で は1/10,

安息香酸含有品(F)あ るいはPHMB含 有品(G)で

は1/100に 減少 した.2つ の機能水の もみ洗いの場合,

遺伝子量は1/10に 減少 したが,最 も顕著な減少は石

けんによるもみ洗いと強酸性電解水によるすす ぎを組

み合わせた場合(J)で あった.

3.　各方法によるウイルス除去および不活化効果の

評価 と手洗い との比較

A～Kの 処理法の うち,ウ イルスの除去お よび不活

化の両方に最 も効果的な方法の評価 を,既 報3)のハ ン

ドソープ等 を用いた手洗いによる効果の結果と対比 し

て検討 した(Fig3).速 乾性消毒剤では ヨー ド化合

Table 3 Effect of removal by wet wipes and using func-

tional water for hand washing trial on the number of

FCV genome copies

*: statistically significant (p=0.029)

物を含むもの,ウ ェットティッシュでは安息香酸ある

いはPHMBを 含む もの,機 能水 では強酸性電解水に

よるすすぎとハ ンドソープによるもみ洗いの組み合わ

せがウイルス除去および不活化 に有効であった.こ れ

らの うち流水すす ぎのウイルス生残率0.64±0.5%よ

り低下する傾向のみられた処理方法はハ ンドソープと

強酸性電解水 の組み合わせによる手洗いのみであっ

た.

考 察

NVが 組織培養で きないため,NVの 代替指標ウイ

ルス としてFCVを 用い,速 乾性消毒剤による擦式消

毒,ウ ェットティッシュによる清拭および機能水 を用

いた手洗いによるウイルス不活化 ・除去効果の検討を

既報3)と同様の方法で実施 し,前 回得 られた結果 との

比較 を行った.

今回の検討に用いた速乾性消毒剤は,そ の原理から

いずれも除去効果に差はみ られなかったが,ウ イルス

の不活化効果はヨー ド化合物,第 四級アンモニウム塩,

クロルヘキシジンの順に強 く,Doultree13)ら の報告 と

同様の傾向を示 した.ヨ ー ド化合物 を成分 とする速乾

性 消毒剤 にのみ有意 な不 活化効果 がみ られた.Ge-

hrke8)ら は指先のみにFCVを 添加 した実験か ら70%

エ タノールおよび70%1-プ ロパノールにウイルスを

1/1,000以 下 に減少 させ る と報告 しているが,Scur-

mann7)ら は指先のみにウイルスを添加 した場合には手

指 を汚染させた場合よりも不活化効果が高 くなる傾向

のあることを報告 してお り,FCV同 様 にエ ンベロー

プのないコクサッキーウイルスを手指に添加 した場合

に95%エ タノールを作用 させた際の不活化効果は1/

10程 度 と述べている.ま た,エ タノールのFCVに 対

する効果はDuizerら は70%で21og減 少に8分,31og

減少に30分 を要 したと報告 している14)のに対 し,古

感染症学雑誌　第81巻　第3号
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Fig.3 Comparison of effect for hand on removal and inactivation by washing hand (date from reference 3),

hand rub, and wet wipe, and washing hand with functional water

○: no antiseptic drug product or no washing hand

●: rinse only by running water □: alcohol* ■: chlorhexidine* ◇: quaternary ammonium*

◆: handsoap with povidone-iodine* △: handsoap with triclosan*

▲: handsoap with isopropylmethyl phenol* ■: benzoinic acid ▲: PHMB

■: washing hand with ozoniferous nano-bubbler water*

+: washing hand with electrolyzed acid water* *:And rinsed by running water

*: rinse only by running electrolyzed acid water

◆: washing hand with soap and rinsed by running electrolyzed acid water

A Washing hand with soap B Hand rubbing

C Wet wipes D Washing hand in functional water

田 らは75%,1分 で301logTCID50/mL,5分 で5.07

logTCID50/mL減 少 と報告 している15)など,報 告 によ

り効果に差がある状況にある.今 回の検討ではクロル

ヘキシジンにエンベロープのないウイルスに対 して効

果がないと報告 されている16)ことか ら,ク ロルヘキシ

ジンを含む速乾性消毒剤によるウイルス不活化効果を

エ タノールによるウイルス不活化効果 と仮定 した場

合,コ ン トロールの15.84%に 減少 したのみであ り不

活化効果はそれほど強 くないことが考えられる.今 回

得 られ た速乾 性消 毒剤 に よる不 活化効 果 はScur-

mann7)ら の値に近い結果であ り,有 意な感染価の減少

がみられたヨー ド化合物 を含む速乾性消毒剤による処

理後のウイルス生残率は既報3)の流水すす ぎのみによ

る場合 と大 きな差のない値であった.こ れらの結果は

速乾性消毒剤は擦式消毒法 として病院 高齢者施設等

で広 く使用 されているが,選 択 した薬剤にウイルス不

活化効果がない場合 には,ウ イルスが手指 に残存 し,

再汚染の原因となる可能性 を示す ものであり,そ の選

択 には充分注意すべ きことを示唆 している.

今回,検 討に用いたウェッ トティッシュは数社か ら

市販されている製品であ り,そ の材質や薬液の含浸さ

れる量 については同一でないこ とが考 え られ るが,

ウェットティッシュ処理の結果は,二群に大別 された.

すなわち,あ る程度の除去効果はあるが,実 際に使用

した際には明確な効果が期待 されない減少効率であっ

たクロルヘキシジン含有品お よび第四級アンモニウム

塩含有品と,流 水による手洗いと同程度のウイルス生

残率であった安息香酸含有品お よびPHMB含 有 品で

ある.後 者の高い除去効果は,安 息香酸含有品にラウ

リル硫酸塩PHMB含 有品にはポリオキシエチ レン

アルキルアミンの界面活性剤がそれぞれ含 まれている

ことに起因すると思われた.事 実,界 面活性剤の高い

平成19年5月20日
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ウイルス除去効果 は既報3)において,本 剤 を含 むハ ン

ドソープによる手洗いがより高いウイルス除去効果を

示すことを確認 している.ま た,PHMBのFCVへ の

高い不活化効果も報告17)されているが,PHMBを 含む

ウェットティッシュによる処理後のウイルス生残率は

水道水のすす ぎのみによる場合 と同程度であった.こ

れ らの成績はウェッ トティッシュは簡易な清拭消毒法

として有用であることを示すものであるが,不 活化 を

期待できる成分が含有されているか否かの確認が速乾

性消毒剤 と同様に必要である.特 に床面等への糞便や

吐物の清拭処理の場合には充分念頭に入れてお く必要

があろう.

機能水によるもみ洗いの場合,強 酸性電解水やナノ

バブル水では生残率 に有意な減少を認めたが,分 取 し

た機能水量では不活化効果に限界があることが考えら

れる.ま た,機 能水のみによるもみ洗いがウイルスの

除去や不活化 に効果的な方法でないことを示唆する.

もみ洗いが効果的でない傾向は逆性石けんを用いた も

み洗いの際にも同様 に認め られている3).こ れ らの成

績はもみ洗いによってかえってウイルスが手指のしわ

に浸透 して しまい除去効率や不活化効率が悪 くなった

ものと思われる.同 一条件下における2つ の機能水の

成績から,ナ ノバブル水が強酸性電解水 より強いウイ

ルス不活化効果を示す結果が得られ,ナ ノバブル水の

病院 老人施設等における感染症対策においての有効

利用が期待できると思われる.

川崎 らは酸性電解水 によるNVの 不活化効果につい

て,処 理後にPCR法 を用いることによ りウイルス遺

伝子への影響か ら,酸 性電解水にウイルス不活化効果

の可能性のあることを報告 している18).今回の検討に

おいても強酸性電解水によるすす ぎのみを行った場合

(I) において,前 報に報告 したFCVに 不活化作用 を

持つ ことが報告 されているヨー ド化合物を成分 とする

ハ ンドソープを用いた手洗いの際 と同様に,遺 伝子量

と感染価の減少効果に差がみられる傾向がみ られたこ

とか ら,強 酸性電解水など機能水がウイルス不活化効

果を持つ可能性があると類推 された.

集団胃腸炎事例発生時には,そ の予防および拡大防

止策として手洗いの励行があげられている.今 回およ

び前回の成績か ら,手 洗いによるウイルス除去効果が

ウイルス性 胃腸炎の発生予防および拡大防止策に大 き

い割合 を占めると考えられる.手 洗いの際NVに 不

活化効果を持つ可能性のある成分 を含むハ ンドソープ

や機能水 を用いることや,汚 染の拡大や二次汚染防止

を考慮 にいれるならば,不 活化成分 を含有 したウェッ

トティッシュによる清拭や,速 乾性消毒剤による擦式

消毒 と手洗いの併用はより有効な方策となりうると思

われる.
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Effects of Hand Hygiene on Feline Calicivirus Inactivation and Removal as Norovirus Surrogate

Treated with Antiseptic Hand Rubbing, Wet Wipes, and Functional Water

Kohji MORI1), Yukinao HAYASHI1), Tetsuya AKIBA1), Yayoi NOGUCHI1), Yasuko YOSHIDA1),

Akemi KAI1), Sumio YAMADA1), Sachi SAKAI2) & Motonobu HARA2)
1)Department of Microbiology

, Tokyo Metropolitan Institute of Public Health,
2)School of Veterinary Medicine

, Azabu University

As a preventive action plan against gastroenteritis caused by the Norovirus (NV), we studied hand hy-

giene effects using with three hand rubbing products, four wet wipe products, and two functional water
types using Feline Calicivirus as a Norovirus surrogate. After treatment using antiseptic hand rubbing prod-

ucts containing chlorhexidine, quaternary ammonium, and povidone-iodine, high inactivation detected by

TCID50 was observed compared to products containing povidone-iodine, although no difference was seen in viral re-
moval measured by the amount of viral genome copies in real-time-PCR. Among wet wipes soaked in chlorhexidine,

quaternary ammonium, benzoic acid and PHMB, two groups showed viral inactivation and removal. Two products
were more effective for functional water, viral decrease was seen in rinsing in running electrolyzed acid water and

handwashing by soap.
Results underscore the importance of selection in hand washing metheds (alternative soap and also) in

preventing viral gastroenteritis.
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