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アル コール類の ウイル ス不活化作用に関す る研究
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要 旨

親水性 ウイルス(エ ソテロウイルス)お よび親油脂性ウイルス(ア デノおよび被エンベロープウイルス)の

合計11種 類 のウイルスに対する,メ タノール,エ タノール,イ ソプロパノールおよびN-プ ロパノールの不活

化作用を検討 した.

エ ンテロウイルスはメタノールによつて最も強い不活化作用を受け,次 いでエタノールであつた.イ ソプロ

パノールによつては,AHCウ イルスが長時間の感作でわずかに不活化されるのを除き,他 のウイルスは全 く

不活化を受けなかつた.

親 油脂性 ウイルスの中,被 エソベロープウイルスはN・ プロパノールによつて最も強い不活化を受け,次 い

でイソプロパノール,エ タノール,メ タノールの順であつた.こ れに対 し,ア デノウイルスはエソベロープゥ

イルスと同様にN-プ ロパノールによつて最も強い不活化を受けるが,そ の他のアルコール類に対する感受性

は大きく異なり,以 下メタノール,エ タノール,イ ソプロパノールの順に不活化効果が示された.ア デノウィ

ルスにおいては,特 にエタノールに対する抵抗性の強さおよび20℃ においてはイソプロパノールによりほ とん

ど不活化を受けないことが注 目された.

エ ソテロウイルス中のAHCウ イルスおよび親油脂性 ウィルス中のアデノウイルスを除外すると,全 体的な

傾向として,エ ソテロウイルスは炭素数の少いアルコール類,親 油脂性ウイルスはこれと反対に炭素数の大き

いアルコール類により,不 活化を受け易い傾向が認められた.

緒 言

アル コール類の ウイルス不活化作用 に関する報

告は,現 在 まで 比較的多 く認め られ る1-8).し か

し,そ れ らの論文は主 として個 々の ウイルスの抵

抗性につ いて 述べ られた もので あ り298),対 象 も

被エ ンベ ロープウイルスに偏つてい る2髄6).

Kleinら1)は,親 水性 お よび親油 脂性両群 の ウ

イルスに対す る,各 種消毒薬の効果 について検討

を行つた中で,エ タノールお よびイ ソプロパノー

ルの成績を報 告 してい るが,感 作温度 お よび時間

につ いて単一の条件下 で実験 が行 なわれ ている点

で,必 ず しも満足 で きない.

そ こで私達は,エ タノール,イ ソプ ロパノール

の常用消毒薬の 他に,メ タノールお よびN-プ ロ

パ ノールを加え,更 に多 くの両群 ウイルスにつ い
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て,各 種 の温度 お よび時間 の条件 を設定 し,ア ル

コール類 の ウイルス不活化作用 につ いて,総 合的

な検討を行 つたので報告す る.

材 料および方法

ウイルス

親水性 ウイルス として,Polio-1(Mahoney株,

以下P-1),Echo-7(Wallace株,以 下E-7),

CoxsackieB-5(531122株,以 下CB-5),Entero-

70(G-10/72株,以 下AHC),CoxsackieA-16(G-

10株,以 下CA-16)お よびEntero-71(Brcr株,

以下EV-71)の6種 類 のエ ソテ ロウイルスを用い

た。

親油脂 性 ウイルスと して,Adeno-3(GB株,以

下Ad-3),Vaccinia(大 連-1株,以 下Vaccinia),

Influenza(A/ussr/92/77株,以 下Inf.),Herpes

simplex-1(HF株,以 下HSV)お よびNewcastle

disease(佐 藤 株,以 下NDV)の5種 の ウィルス

を用 いた.

AHCは 当 研究所でAHC患 者 より分離 された

もの9),NDVは 岐阜 大学農学部平井博 士 よ り,他

は予研 より分与を受け当研究所 で保存 された もの

で ある.

これ らウイルスの中,Inf.は10日 齢 鶏卵 の尿液

腔 内に,他 はHeLa細 胞 に5～6代 継代 して 実

験に供 した.

HeLa細 胞 は 当研究所保存 の 細胞 で ,Eargle

MEM培 地(ニ ッス イ)と0.1%Yeast Extractお

よび0.5%Lactalbumin水 解 物加のHanks'培 地

を等量 加えた培地 を用 い,増 殖用には新生仔牛血

清(Flow社 製)5%と7.5%NaHCO3を1%加

え,維 持用 には血清 お よび重曹を各 々2%加 え 実

験 を行 つた.

Inf.は 感 染尿液 の 遠心上清 を,他 の ウイルス

は維持液 を リン酸緩衝液(以 下PBS)に 置 き換 え

た後,Ad-3は 凍 結融解を5回 以上,他 は1回 行な

いその遠心上清を小分け して-70℃ に 保存 した.

ア ル コール類

メタノール,エ タノール,イ ソプ ロパ ノールお

よびN-プ ロパノール(和 光純薬,特 級)を 使用

した。

各 アル コールは蒸留水 で希 釈 し,ウ イルス液 を

加 えた場合に所定濃 度にな るよ うに調整 した.

不 活化実験 の条 件

中試験管 に 各 アル コールの 蒸留水希釈液0,9ml

と ウイル スの蒸留水希釈液(Ad-3は46TclD5。/0.1

ml,他 は106TCID50/0.1ml)0.1mlを カロえて,ア

ルコール ・ウイルス混合液を作製 した.こ のアル

コール ・ウイルス混合液を恒温水槽 で,20℃ お

よび5℃ に一定 時間感作 させた.イ ソプ ロパノー

ル につ いては30℃ で の感作 を追加 した.

感 作終了後,ア ル コール ・ウイルス混合液 の入

つた試験管に,9m1の 蒸 留水 を 加 えて 反応 を 停

止 した.

Inf.お よびHSVの 実 験 には蒸留水 の代わ りに

PBSを 使 用 した.

不 活化 の判定

反応 停止後 の アル コール ・ウイル ス 混合液0.1

mlをInf.は10日 齢 鶏卵 の 尿液腔 内に 各希釈4

個 宛接種 し,33。Cで3日 間培養後,血 球凝集 の

有無 に よつて判定 した.他 の ウイル スはHeLa細

胞培 養試験 管 に4本 宛接種 し,AHCは330C,他

は360Cで6日 間観察後,細 胞変性効果(CPE)の

有無 に よつ て判定 した.

接 種卵 お よび接種試験管の全てに不活化が認 め

られ た ものを-,一 部 に認め られた ものを±,全

てに認め られ ないものを十 と判定 した.

成 績

1.メ タ ノールの不活化作用

Table1に 示 す よ うに,親 水性,親 油脂性両 ウ

イル ス群 の メタノール感受 性には著 明な差 は認 め

られず,20℃ に おいては,最 も抵抗性 のEV-71,

CA-16お よびAd-3が70%濃 度,10秒 感 作で 不活

化を受け,他 の ウイルスは更に低濃度 で速 やかな

不活化が認め られた.50Cの 感 作 に お い て は,

200C感 作 の場 合に比較 し不活化効果 の低下 が認 め

られ るが,こ の傾向はエ ンテ ロウィルスにゃや強

く認 め られた.

2.エ タ ノールの不活化作用

エ タノールに対 す る 両 ウイル ス群 の 感受性 を

Table2,Table3に 示 した .
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Table 1 Inactivation of viruses by methanol

-: Perfect inactivation

+ : Pertial inactivation

+ : No inactivation

Time : Duration of contact

: Zone of inactivation at 20C

: Zone of inactivation at 5C
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Table 2 Inactivation of hydrophilic viruses dy ethanol

エ ンテ ロ ウイ ルスは 親油脂性 ウイルス に 比較

し,エ タノールに対す る抵抗性は強 く,消 毒用エ

タノールの濃度(70～80%)に お いては,20℃,

10秒 の感作 ではAHCの みが不活化を受け,P-1,

CB-5は 不 活化 に90%の 濃 度を 必要 とした .CA-

16,EV-71お よびE-7は90%の 濃 度 においても不

活化は 認 め られず,同 濃度におけ る 不活化 には

CA-16は5分,EV-71お よびE-7は30秒 の 感作時

間を必要 とした.AHCは エ ンテ ロウイルスの中

では感受性が強 く,50%濃 度,30秒 の 感作で不活

化 を受けた.

親 油脂性 ウイルスは,ア デノ ウイルスを除 きエ

タノールに対 す る抵抗性 は弱 く,10秒 感 作 おいて

Vaccinia,Inf.が50%,NDV,HSVが30%の 濃 度

で不活化を 受 けた.し か し,本 ウイルス群 の 中

で,エ ンベ ロー プを持た ないAd-3は エ タノール
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Table 3 Inactivation of lipophilic v,uses by ethanol

Tacle 4 Inactivation of Adeno-3 virus by ethanol at 20C
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Tadle 5 Inactivation of hydrophilic viruses by iso-propanol
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Table 6 Inactivation of lipophilic viruses by iso-propanol

Table 7 Inactivation of Adeno-3 virus by iso-propanol
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Table 8 Inactivation of viruses by n-propanol
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に抵抗性 が強 く,10秒 感 作 では不活化を受けず,

5分 感 作後 においても70%以 下 の濃度には不活化

が認 め られ なかつた.

Ad-3に つ いて は,Table 4に 示 す よ うに60分 ま

で感作時間 を延長 して実験を行 い,15分 後 には50

%濃 度 まで不活化が認め られた.

5℃ に おいては,メ タノールの 場合 と 同様 に親

油脂性 ウイル スに比べ,エ ンテロウイルスに対す

る不活化効力 の低下が 著 明であ り,AHCを 除 く

と80%以 下 の濃度では不活化 は全 く認 め られ なか

つた.

3.イ ソ プロパ ノールの不 活化作用

Table5に 示 す ように,エ ンテ ロウイル ス は

AHCを 除 き,イ ソプ ロパ ノール の不活化作用を

全 く受けなかつた.AHCの み は60分 の 感作後 に

70%以 上 の濃 度に不 活化 が認 め られた.又,AHC

を 除 く他のエ ソテロウイルスは,30℃,2時 間 感

作 において も全 ての濃度 で不活化 は認 め られなか

つた.

5℃ 感作 の場 合には,AHCに 対 して も不活化

作 用は全 く認 め られなかつた.

親 油脂性 ウイルスのイ ソプロパ ノールに対す る

感受性 は,Table 6に 示 す よ うに,エ ンベ ロー

プの有無 に よつて大 きく異 なつた.被 エ ンベ ロー

プウイルスの感受性 は極 めて強 く,20℃,10秒 感

作 で40%以 下 の濃度 で全 ての ウイルスが不活化を

受 けた.し か し,Ad-3は5分 感作 では 不活化を

受 けず,更 に長時間 の感作で もTable 7に 示 す

よ うに,不 活化効果 が認 め られた のは50%濃 度,

2時 間 感作後 であつた.30℃ に おいては著 明な不

活化効 力の上 昇が認 め られ るが,50～70%の 濃 度

に効 力の ピー クが示 され,80%以 上 の濃度には効

力の低下 が示 され た.

4.N-プ ロパノールの不活化作用

Table 8に 示 す ように,N-プ ロパノールは イ ソ

プロパ ノール と同様に,AHC以 外 のエ ンテ ロウ

イルスには全 く効果 が認 め られず,20℃,60分 の

感作 では全 ての濃度 に不活化効果 は示 され なかつ

た.AHCのN-プ ロパノールに対す る感受性は極

めて強 く,20℃ に おいては40%以 上 の濃度 で10秒

の感作 で不活化が認め られた.し か し,5℃ に お

いては,著 明な不活化効力の低下 が示 され,80%

以 下 の濃度には不活化効果 は全 く認 め られなか つ

た.

親 油脂性 ウイルスのN-プ ロパ ノールに 対 す る

感受性は強 く,Ad-3を 含 めた全 ての ウイル スが,

30%以 下 の 濃度において10秒 感 作 で 不活化を 受

け,50Cに お いて も,不 活化効力 の低下は認め ら

れなかつた.

考 察

Nollら10)は ウイルスを形態お よび核 酸の種類 と

は無関係に,そ の表面 の組成に より親水性お よび

親油脂性の2群 に分 け,Kleinら1)は こ の分 類に

従つて,両 ウイルス群 の各種消毒薬に対す る感受

性に,著 明な差 の存在す ることを報告 してい る.

私 達 も本研究 において,ア ル コール類 の各種 ウ

イルスに対す る不活化効果について実験を行 い,

上 記分類 に よる両 ウイルス群 の問に明 らかな抵抗

性 の 違いが 確認 された.即 ち,親 油脂性 ウイル

スは本実験 に用 いた4種 のアル コール,メ タノ ー

ル,エ タノール,イ ソプロパノールお よびN-プ

ロパノールの全 てに感受性であ るが,親 水性 ウイ

ルス(エ ンテ ロウイルス)はAHCを 除 く全 て

の ウイルスが,イ ソプ ロパ ノールお よびN-プ ロ

パ ノールに対 し感受性 を示 さなかつた.メ タノー

ルお よびエタノールは両群 の全て のウイルスに対

し不活化効果 を示 したが,い ずれ もエ ンテ ロウイ

ルスに比べ,親 油脂性 ウイルスに高 い効果が認 め

られた.

これ らの成績 を総合 してみ ると,親 油脂性 ウイ

ルスに対 しては,多 くのアル コール類は極めて高

い不 活化効果 を示 し,用 いた アル コールでは炭 素

数の 増加 とともに 不活化効果 は 増 大 し,プ ロパ

ノールではN-プ ロパ ノールの 効果が 最大であつ

た.こ の親油脂性 ウイルスに対す る傾向は,私 達

が過去に細菌類 に対 して行つた アル コール消毒 の

実験成績11)やMorton 12)の 報 告 と 一致 す る.た

だ し,こ の グルー プの中でエ ソベ ロープを持たな

いアデ ノウイルスは,他 の親油脂性 ウイルス と異

な り,N-プ ロパ ノール,メ タノール,エ タノール
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の順に効果が認 め られ,20℃ の条件下 では,イ ソ

プ ロパ ノールにはほ とん ど不 活化効果 は認 め られ

なかつた.

Kleinら1)は,Adeno-2型 ウ イル ス を50%の イ

ソプ ロパノールが,室 温,10分 感 作において不活

化 させた と 報告 しているが,私 達 の 実験におい

て も,30℃ の条件 ではAd-3の 不 活化 が 認め られ

た.又,エ タノールに対 しても本 ウイルスは抵抗

性 が強 く,消 毒用 エタノールの濃 度(80%)で は

他 の ウイルスが10秒 以 内に不活化を受 け るのに比

べ,2分 の感作時間を必要 とした.

エ ンテ ロウイルスの アル コール類に対 す る抵抗

性 は一般的に高 く,プ ロパ ノールには感受性 を示

さず,メ タノールお よびエ タノールのみに不 活化

効果が示 された.こ の中,メ タノールの効果 が最

も大 き く,ア ル コールの炭素数の少い ものほ ど高

い効果が示 された.し か し,AHCの み は他 のエ

ンテ ロウイル スとは傾 向を異に し,N-プ ロパノー

ル,メ タノール,エ タノールの 順 に 効果 が 示 さ

れ,イ ソプ ロパ ノールに対 しては極めて低 い感受

性が示 された.ア ル コール類に対する感受性 か ら

み る限 り,AHCは 同 じエ ンテロウイルスの他 の

ウイル ス型 より,む しろ親油脂性 ウイルスに近 い

性状 が 認 め られ る.し か し,5℃ 感 作 において

は,N-プ ロパ ノールに対 し著明な感受性 の低下 が

み られ,20℃ 感 作 とほ とん ど変化 のみ られない親

油脂性 ウイルス との間に,明 確 な違 いが認 め られ

た.又,私 達が過去に行つた各種 消毒薬 の ウイル

ス不活化実験13,14)にお いて も,AHCに は 特異的

な態度が認め られ,各 種 の消毒薬 の本 ウイル スに

対す るindicatorと しての意義が考え られ る.

今 回用いた アル コール類 の中,常 用消毒薬 と し

ては,エ タノールが酒精綿 の形 で広 く用 い られて

い るが,こ の条件即 ち70～80%の 濃 度 におけ る短

時間の感作 では,多 くのエ ンテ ロウイルスお よび

アデノ ウイルスには,ほ とん ど不活化効果は期待

できない.又,イ ソプ ロパノールも経済的な理 由

でエタノールの代用 に利用 され,指 針15)に も30～

50%の 濃 度が指示 され ているが,全 てのエ ンテ ロ

ウイルスお よび アデ ノウイル スには,実 用的 には

無効 と考 え られ る.

メ タノールに 関 し て は,Morton12)お よ び 芝

崎16)は微 生物 に対す る効果 は微弱 であ り,殺 菌効

果は 期待 できないと述 べてい る.又,Coxら17)

は,イ ン フル エ ンザ ウ イル スが31%の メ タノー

ル,4℃110時 間 感作後 において も生残す ると報

告 して いるが,私 達 の実験 において も,5℃ 感 作

の場合には,60%以 下 の濃度 ではA型 イ ンフルエ

ンザ ウイルスの不活化効果 はみ られ なかつた.し

か し,20℃ 感 作においては,全 ての ウイルスに対

しメタノールの高い不活化効果 が認 め られ,過 去

に行つた各種 の細菌 に対す る不活化実験11)に お い

て も,60～70%以 上 の濃度 に不活化効果を認め て

い る.メ タノールは生体試料 の固定剤 と して常用

され,消 毒剤 として用 い られ る ことは まれで あろ

うが,私 達 の行 つた実験成績か らは,広 範囲 め微

生物 に対 す る不活化効果 が期待 され る.

消 毒薬 の効果判定 を行 う場合,細 菌類に対 して

は,固 定菌法 お よび浮遊菌法 に よつて比較検討が

行われている18).し か し,ウ イルスに対 しては,

現 在 まで指針 とな るべ き ものが な く,各 研究者が

独 自の方法 で行 つている.ア ルコール類の ウイル

ス不 活化実験 に関 して も,固 相法5),浮 遊 法1-4,6-8)

の2つ の方法 で報告 され ている.エ ンテ ロウィル

スは乾燥 に よつて失活 され易 く19,20),固 相 法に よ

り実験 は困難 と思われ るが,今 後検査法が確立 さ

れ,ウ イルス不活化剤 として のアル コール類の有

用性 が示 され る必要性が感 じられた.

御 校閲 をいただき ました岐阜大学医学部鈴木祥一郎

教授に深甚なる謝意を表します.な お本論文の 要旨は

第54回 日本感染症学会総会において報告した.
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Virucidal Activity of Alcohols

Virucidal  Efficiency of Alcohols Against Viruses in Liquid Phase

Nobuji NODA, Minoru WATANABE & Fujizo YAMADA

Gifu Prefectural Institute of Public Health, Noishiki 4 Chome, Gifu

Susumu FUJIMOTO
Department of Hygiene Kitasato University, Sagamihara, Kanagawa

Virucidal activities of Methanol, Ethanol, Iso-propanol and N-propanol against 6 types of hydro-

philic virus and 5 types of lipophilic virus which consisted of 4 types of enveloped virus and one type of

Adeno virus were investigated.

Viral inactivation was determined by mixing 0.9 ml of alcohols with 0.1 ml of diluted virus. In-
fluenza virus and Herpes simplex virus were diluted with PBS and the other viruses with distilled water .
The viral titer of Adeno virus was 46TCID50/0.1 ml and those of other viruses were 106TCID50/0.l ml.
After end of test period 9 ml of PBS or distilled water were added to stop further action of alcohols .

Virucidal tests against Influenza virus were carried out by inoculating the virus into the allantoic

cavity of the chick embryo and testing for viral hemagglutinins in the allantoic fluids . In case of all other
viruses viral inactivation was determined by inhibition of CPE on Hela cells.

The inactivating concentrations of alcohols recorded in the tables practically denote final percentages

of alcohols diluted with virus solution .

Lipophilic viruses are readily killed by all kinds of alcohols and the virucidal action increases with

the increase in the number of carbon of the alcohols.

It seemed that the sensitivity of lipophilic viruses to alcohols resembled to that of vegetative forms

of bacteria. But in this group, Adeno virus which was no envelope
, revealed rather strong resistance to

ethanol and iso-propanol which required 120 minutes to inactivate it at 20•Ž
.

Hydrophilic viruses are relatively resistant to alcohols and are inactivated only by methanol and

ethanol. These two alcohols revealed virucidal action decreased with the increase of the number of

carbon of alcohols on the contrary to lipophilic ones . It was recognized, however, AHC virus had less

resistancy to alcohols and easily killed by n-propanol . We have observed in the past that the reaction

of AHC virus to several germicides was different from other types of Enteroviruses
, and in this report too,

AHC virus showed different attitude to alcohols .


