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要 旨

食塩水の電気分解で調製した強酸性水,お よび塩酸と次亜塩素酸ナ トリウムで調製した酸性次亜

塩素酸水の,各 種菌株に対する殺菌効果をin vitroで比較検討した.強 酸性水,酸 性次亜塩素酸水

ともに10秒 以内に芽胞を形成する菌以外は死滅させた.ま た強酸性水または酸性次亜塩素酸水の

原液,お よびこれを注射用蒸留水で段階的に希釈した両液の殺菌能とpH,ORP,残 留塩素濃度の

変化を調べたところ,強 酸性水と酸性次亜塩素酸水との間に差異が認められなかった.

また塩酸水に次亜塩素酸ナ トリウムを種々の濃度に添加 し,残 留塩素濃度を段階的に変化させた

場合のpH,ORPを 測定した.そ の結果,強 酸性水が殺菌作用を示すのに必要な条件として提唱さ

れているpH2.7以 下,ORP+1100mV以 上という性状は,塩 酸 と次亜塩素酸ナ トリウムで容易に

作り出せることがわかった.こ の酸性次亜塩素酸水は調製が非常に簡単で,調 製に必要な費用も強

酸性水に比べてきわめて安価であり,今 後の利用価値は高いと考えられた.
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序 文

近年,院 内感染予防の重要性が再認識され,病 院にお

いて患者の病室前に消毒剤を設置する等の行為が,保 険

点数に加算1)することができるようになった.こ の場

合,強 酸性水はまだ保険対象の消毒剤 とは認められてい

ないが,消 毒効果のある機能水2-6)として多 くの病院等

で手指の消毒,病 室や器具の消毒のみならず,手 術の際

の生体内の洗浄,腹 腔内の灌流な どに用いられている.

強酸性水は,食 塩水を電気分解 して得られる水素イオン

濃度(pH)2.7以 下,酸 化還元電位(ORP)+1100mV以

上で,残 留塩素(濃 度は製造機種によっても異なるが

10-50ppm含 有)お よび溶存酸素等を含むものが消毒効

果を現わす といわれている2).そ して,そ の主たる殺菌

効果は残留塩素によるものであると考えられている2-4).

我々は強酸性水の保存性,殺 菌効果,褥 創治療等の臨

床面への利用の有効性などについて報告 してきた7-9).

また数種の菌を用いたin vitroでの殺菌効果を検討 した

結果,そ の効果は主に残留塩素であることを確認してき

た8).し かし,塩 酸で酸性にした次亜塩素酸ナ トリウム

水(酸性次亜塩素酸水)が強酸性水 とほぼ同等の効果を現

わすことを見い出した8).酸 性次亜塩素酸水は強酸性水

に比べてきわめて簡単に,か つ安価に調製することがで

きるので,こ の酸性次亜塩素酸水が強酸性水と同様に使

用可能であれば,利 用価値は高いと考えられる.

そこで今回,強 酸性水と酸性次亜塩素酸水の殺菌効果

を,よ り詳細に比較するとともに,酸 性次亜塩素酸水の

残留塩素濃度の変動 とpH,ORPの 変化 との関係を調べ

たので報告する.

材料と方法

材 料

1)強 酸性水:強 酸性水は注射用蒸留水を用いて作成

した0.017mol/l塩 化ナ トリウム水溶液を,サ ン トロン
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MWB-2(コ ー シ ン社 製)小 型 強 酸 性 水 生 成 器 を用 い て 電

気 分 解 す る こ とに よ り調 製 した.得 られ た 強 酸 性 水 は

pH2.22,0RP+1152mV,残 留 塩 素 濃 度11.72ppmで

調製 後,直 ち に実 験 に供 した.

pH,ORPは カ ス タ ニ ーpHメ ー ターD-13(堀 場 製 作

所)を 用 い て 測 定 した.ORP電 極 に は 同 社 製#6861-

10C電 極 を 用 い た.残 留 塩 素 濃 度 の 測 定 に は 当初,水

質 試験 器(オ ル トトリジ ン法)(東 洋 製作 所)と 高濃 度 用 比

色 板 を使 用 した が,予 想 され る残 留 塩 素 濃 度 の範 囲 を越

え る測 定値 が得 られ る こ とが あ っ た.そ の た め 今 回 の実

験 で は,す べ て ヨ ウ素 滴 定 法10)に よ り残 留 塩 素 濃 度 を

算 出 した.

2)酸 性 次 亜 塩 素 酸 水:注 射 用 蒸 留 水100mlに,11.6

規 定 塩 酸[特 級 試 薬(和 光 純 薬)]35μl,1.1w/v%次 亜

塩 素 酸 ナ トリ ウ ム(ミ ル トン;P&G社 製)125μlを 添

加 して調 製 した.得 られ た 溶 液 はpH2.24,ORP+1150

mV,残 留塩 素 濃 度13.82ppmで あ っ た.

3)使 用 菌 株 と培 地:被 検 菌 と し てEscheyichia coli

ATCC23216,Staphylococcus auyeus ATCC12600,Pseu-

domonas aerugznosa ATCC10145,メ チ シ リ ン 耐 性

Staphylococcus aureus(MRSA)当 院 臨 床 分 離 株,Bacil-

lus subtilis ATCC6051,Candida albicans NCTC8143を

使 用 した.

C.albicansは サ ブ ロ ー ブ ドウ糖 液 体 培 地(Sabouraud

dextrose broth;Difco)で11)3日 間 培 養 し,他 の細 菌 類

は ハ ー トイ ン フ ユ ー ジ ョ ン 液 体 培 地(Heart infusion

broth;栄 研)を 用 い て2日 間培 養 して 実 験 に供 した.

な おB.subtilisは4～5日 間 培 養 後,こ れ をPBS

(Phosphate buffered saline)中 で65℃,30分 間 加 熱 処 理

した 菌 体 を 芽胞 浮 遊 液 と して 使 用 した.

被 検 菌 液 は 生 理 食 塩 液 でMcFarland比 濁 法 のNo.1

濃 度 に調 整 した.こ の 被 検 菌 液 中 の生 菌 数 は,C.albi-

cansの 場 合 は サ ブ ロー ブ ドウ糖 寒 天 培 地(和 光 純 薬),

他 の菌 種 の 場 合 は ハ ー トイ ン フ ユー ジ ョン 寒 天 培 地(栄

研KK)を 用 い て,コ ロ ニ ー計 数 法12,13)に よ り測 定 した.

4)中 和 剤 入 り液 体 培 地:強 酸 性 水 あ る い は酸 性 次亜

塩 素 酸 水 に接 触 後 の 菌 の培 養 に は,こ れ ら消毒 水 の 中 和

剤 と して チ オ硫 酸 ナ トリウ ム を終 濃 度3%に な る よ う に

添 加 したSabouraud dextrose broth,あ るい はHeart in-

fusion brothを 使 用 した.な お,中 和 剤 を添 加 した 培 地

中 で も,中 和 剤 の 入 って い な い培 地 と同様 に菌 は増 殖 す

る こ とを あ らか じめ 確 か め た.

実 験 方 法

1)強 酸 性 水 お よび 酸 性 次 亜 塩 素 酸 水 で の 処 理 時 間 を

変 え た 場 合 の殺 菌 効 果 の 比 較 実験:生 理 食 塩 液 で調 整 し

た 各菌 液10μlを96穴 マ ル チ プ レー トの 各 穴 に注 入 し,

これ に強 酸 性 水,ま た は 酸 性 次 亜 塩 素 酸 水200μlを 加

えて混合した(混合時の温度は22～25℃ の室温).そ の

混合液から10,30,60,180,600秒 後の各時間に20μlを

採取 して,こ れを中和剤入 りの液体培地100μlに 注入

し撹拝 して反応を停止させた.各 使用菌の間に時間差が

生 じないように菌液の採取には12連 のマルチピペ ット

を用 いた.こ れ を35℃,24時 間 培 養(C.albicansは

25℃,72時 間)後,菌 増殖の有無を肉眼で確認 した.こ

の実験は2回 繰 り返 し行った.

2)系 列希釈法による被検水の殺菌効果の比較実験:

強酸性水,酸 性次亜塩素酸水の原液,お よび注射用蒸留

水で2,4,8,16,32倍 に希釈 した希釈液100μlを,96穴

マルチプレー ト上の各穴に注入 し,こ れに菌液10μlを

加えた.5分 間菌液を被検水 と室温(22～25℃)で 反応さ

せた後,こ れに中和剤の入 った2倍 濃度の液体培地

100μlを 加え反応を停止させた.35℃,24時 間培養 し

(C.albicansは25℃,72時 間),肉 眼で濁度の増加を観

察することにより菌の増殖の有無を判定 した.こ の実験

も繰 り返 し2回 行った.ま た系列希釈 した直後の各希

釈液のpH,ORP,残 留塩素濃度の変化も別途測定 した.

3)添 加する次亜塩素酸ナ トリウムの濃度変化による

pH,ORP値 の変動 の測定:注 射 用蒸 留水100mlに

11.6規 定塩酸 を加え,pHを 強酸性水 と同 じ2.22に 調

整後,こ れに次亜塩素酸ナ トリウムを種々の濃度に添加

した場合の残留塩素濃度 と,そ の際のpHとORPの 変

化を測定 した.

成 績

1.強 酸性水と酸性次亜塩素酸水の有効処理時間の比

較

実験に使用 した各菌液10μl中 の生菌数 を表1に 示

す.い ずれも3.5～58.8×105CFU/10μlの 範囲にある.

これらの菌液10μlに 強酸性水または酸性次亜塩素酸水

の原液を200μl添 加 した.こ の混合液から10～600秒

間に経時的に検液20μlを 採取 し,チ オ硫酸ナ トリウム

を添加 した培地100μl中 に加え培養後,菌 の増殖の有

無を観察 した.結 果は表2に 示すように,芽 胞を形成 し

たB.subtilisの 場合を除 くすべての菌種が,10秒 間の

被検液との接触により死滅することが判明 した.し かし

この方法では強酸性水 と酸性次亜塩素酸水 との間の殺菌

表1試 験菌10μl中の菌数
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表2強 酸性水と酸性次亜塩素酸水の接触時間による効果の比較

表3強 酸性水と酸性次亜塩素酸水の希釈系列による効果の比較

表4強 酸性水と酸性次亜塩素酸水の希釈による性状の変動

効果の強弱を比較することはできなかった.

2.段 階希釈系列法による有効濃度の測定と両消毒水

の殺菌効果の比較

次に蒸留水で2倍 段階希釈 した強酸性水,お よび酸

性次亜塩素酸水100μlを 各菌液10μlに 添加 し,5分 間

室温で保持した.こ れにチオ硫酸ナ トリウムの入った培

地100μlを 添加 して,培 養後の各菌の増殖の有無を観

察 した.そ の結果,E.coliは2倍 希 釈まで,P.aer-

uginosa,C.albicansは4倍 希釈まで殺菌効果を示したが,

S.aureusとMRSAに 対 しては原液のみ有効で,2倍 希

釈液では殺菌効果を現わさなかった.し かしこの測定値

は強酸性水,酸 性次亜塩素酸水いずれにおいても全 く同

じであり,両 者の間に差異は認められなかった(表3).

表4は 強酸性水および酸性次亜塩素酸水を蒸留水で

2倍 段階希釈 した場合のpH,ORPお よび残留塩素濃度

を比較 したものである.両 消毒水間にほ とん ど差はな

く,希 釈により両者はきわめて類似 した変動を示 した.

強 酸 性 水 が 殺 菌 効 果 を 示 す の はpH2.7以 下,

ORP+1100mV以 上が基準値2)とされている.希 釈 に

よりこの基準値内の値を示すのは強酸性水の場合は2
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倍希釈までで,4倍 以上の希釈ではpH,ORPと も基準

値をはずれる.酸 性次亜塩素酸水は原液ではこの基準値

に適合するが,2倍 希釈ではORP値 が基準値より若干

低 くなる.し か し表3でP.aeruginosaに 対 しては,強

酸性水および酸性次亜塩素酸水いずれ も4倍 希釈 して

も殺菌効果を示 しているので,菌 種によっては4倍 希

釈程度までは殺菌効果を示すものと思われる.

3.次 亜塩素酸の添加濃度による酸性次亜塩素酸水の

性状の変化

上述の実験 にはpHを2.22に 調整 した塩酸水溶液

100mlに,次 亜塩素酸ナ トリウム(ミル トン)125μlを

添 加 した 溶 液(次 亜 塩 素 酸 ナ トリウム の 終 濃 度

0.000185mol/l)を 使用 した.こ れは強酸性水の有効基

準値 とされるpH2.7以 下,ORP+1100mV以 上,残

留塩素濃度10-50ppmの 範囲に入る溶液を作成するこ

とを目途 として作成したものである.し かし,添 加する

次亜塩素酸ナ トリウムの濃度を変化させた場合,pH,

ORP値 がどのように変化するかを調べてお くことは,

今後の酸性次亜塩素酸水の調製 とその殺菌効果の検討,

さらには手指の消毒,器 具の消毒,あ るいは手術時の洗

浄などに,濃 度を変えて使い分ける際に参考になると考

えられる.そ こで塩酸でpHを2.22に 調整 した塩酸水

溶液に,種 々の濃度に次亜塩素酸ナ トリウムを添加 して

pH,ORPの 変動を調べた.結 果を表5に 示す.

1.1w/v%次 亜塩素酸ナ トリウムは11000ppmに 相当

するか ら,そ の91μlを100mlの 蒸留水に添加 した場

合の濃度は10ppmと 計算される.こ の時の実際に測定

した残留塩素濃度は10.67ppmで 理論値 とよく一致 し,

ヨウ素法による測定値の正当性が裏付けされた.ま たこ

のことは,次 亜塩素酸ナ トリウムを910μlお よび1820

μlを添加 した場合 の実測値(理 論値はそれぞれ100,

200ppm)で も確認された.よ って455μl加 えれば強酸

性水の有効基準値の上限50ppmと なることが推測され

た.ORPに ついて,次 亜塩素酸ナ トリウム無添加の場

合は+700mVで あったが,1ppmに 相当する次亜塩素

酸ナ トリウム(9.1μl)を添加 した場合,+1082mVと 急

激に上昇 した.し か し添加量を70ppm(637μl)以 上 に

上げてもORPの 上昇は微弱であり,大 きな変動は見 ら

れず,100ppm(910μl)以 上の濃度では逆に若干の減少

傾向が認め られた.pHは 次亜塩素酸ナ トリウムの添加

量 とともに少 しずつ上昇 し,200PPm(1820μl)の 次亜

塩素酸ナ トリウムの添加ではpH2.98で あった.

したがって強酸性水の有効基準濃度(pH2.7以 下,

ORP+1100mV以 上,残 留塩素濃度10-50PPm)を 満

足する酸性次亜塩素酸水は,pH2.22水 溶液100mlに

1.1w/v%次 亜塩素酸ナ トリウム91～455μlを 添加 した

場合に得 られることが判明 した.表2の 実験および表

3,4で 示 した酸性次亜塩素酸水の原液は,100mlの

pH2.22水 溶液に1.1w/v%次 亜塩素酸ナ トリウム125

μlを添加 したものであ り,上 記の有効基準濃度に適合

するものである.

考 察

近年,食 塩水を電気分解 して得 られる強酸性水の殺菌

効果が知られるようになり,こ の強酸性水を各種の消毒

に用いる試みが多数報告されるようになった.

表5次 亜塩素酸ナ トリウム添加量 による残留塩素濃度,pH,ORPの 変動
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我々はこの強酸性水の殺菌効果がpH,ORPお よび残

留塩素濃度に関係するという点に着 目し,塩 酸溶液に次

亜塩素酸ナ トリウムを溶解 して調製 した酸性次亜塩素酸

水 について,そ の殺菌効果を測定 した.そ の結果,

0.004mol/l塩 酸,0.000185mol/l次 亜塩素酸ナ トリウ

ムの水溶液が,0.017mol/l塩 化ナ トリウム水溶液を電

気分解することにより得 られた強酸性水 と同等のpH

2.24,ORP+1150mV,残 留塩素濃度13.82ppmを 示す

こと,お よび強酸性水 と比べて,全 く同等の殺菌効果を

示すことを明らかにした.す なわち各種菌株に対する殺

菌効果の比較で,強 酸性水,酸 性次亜塩素酸水 とも,

B.subtilisの 芽胞には全 く無効であったが,E.coli,P.

aerugznosaな どのグラム陰性菌や,C.albicansに は原液

の2～4倍 希釈液まで殺菌力が認め られ,そ の殺菌作用

はきわめて即効的であった.グ ラム陽性菌であ るS.

aurus(MRSAを 含む)に 対 しては原液でのみ有効であ

り,グ ラム陰性菌 より多少抵抗性が高いと思われた.こ

れはグラム陽性菌 と陰性菌の差によるのか,あ るいは

S.aureusに 特徴的なことかについては今後検討する必

要がある.こ の酸性次亜塩素酸水は,滅 菌蒸留水に一定

量の塩酸と次亜塩素酸ナ トリウムを溶解するだけで,非

常に簡単に用時に際 しいつでも調製できる上,電 気分解

といった特殊な装置を必要 とせず,ど こでも,だ れでも

安価に調製可能であるという特長を有するので,今 後の

利用価値は大きいもの と考える.

当院では1996年 導入当初か ら強酸性水を生体のみ

(褥創処置,生 体内灌流,開 腹手術の洗浄,ア トピー性

皮膚炎など)に使用 している.褥 創処置,ア トピー性皮

膚炎では,サ ン トロンMWB-2(コ ーシン社製)小 型強

酸性水生成器を用い,水 道水で調製 している.し かし,

他の生体内への使用は完全に無菌状態である必要があ

る.注 射用蒸留水を用いて製造 した強酸性水を無菌濾過

後,高 圧蒸気滅菌を行い,開 腹手術時の洗浄消毒剤 とし

て使用すべ きであるという報告14)がある.当 院では生

体内の洗浄に無菌充填が可能なペーハーキオン(R)(原沢製

薬工業)を使用 している.

酸性次亜塩素酸水は,滅 菌蒸留水の使用や無菌操作法

により容易に無菌的なものが調製できるので,こ の点も

利点の一つと考えられる.し かし人体への応用について

は,今 後安全性等について詳細な検討がなされなければ

な らな い.
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