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要 旨

生体試料中のウイルスに対するエタノールの不活化作用について研究を行つた.

エタノールの反応に十分な水分が含まれている限 り,液 相および固相,い ずれの生体試料中においても,エ

タノールのウイルス不活化作用は,エ タノールの濃度に比例して上昇す る.血 清原液およびPBS中 のポリオ

ウイルスは,い ずれも90%エ タノールによつて10秒 で不活化を受けるが,70%エ タノールによつては,前 者は

1分,後 者は10分,即 ち10倍 の感作時間を必要とし,血 清による阻害効果が著明であつた:ま た凝固家兎血液

お よびHeLa細 胞 に感染したポリオウイルスは,い ずれも90～99.5%エ タノールにより速やかに感染価の低

下が示されるが,80%以 下 の濃度では不活化の進行は緩やかであつた

これに対し乾燥血清中のウイルスには,高 濃度 のエタノールによる不活化効果は低 く,99.5%エ タノールに

は殆どウイルス不活化作用は認められなかつた.し か しこの条件下においても70-」80%エ タ ノールのウイルス

不活化効果は最強ではなく,乾 燥血清中のNDVお よび ワクチニアウイルスは40～60%エ タノールによつて最

も高い不活化効果が示された.

最 も効果的な消毒が要求され る場合には,被 消毒物件の水分およびウイルスの種類に応 じたエタノール濃度

の選択が必要 と思われ る.

は じめに

エタノールは多 くの古典的な消毒薬が,新 たな

消毒剤の開発に伴い,姿 を消 してゆ く中で,そ の

速やかな殺菌性 と低毒性,低 腐蝕性等の 利点か

ら,医 療機関 および微生物類を取扱 う研究機関

で,身 近な消毒剤として高い頻度で使用されてい

る.

我々はこれ迄に蒸留水お よびリン酸緩衝液(以

下PBS)中 のエンテロウイルスに対するエタノー

ルの不活化効果について検討を行つてきた1,2)が,

現実に消毒の対象となるウイルスは,精 製 ウイル

スを除き,全 て生体試料(実 験動物および組織培

養を含む)中 に存在することを考慮して,本 報に

おいては 洛 種の生体試料中に含まれるウイルス

に対する,エ タノールの不活化効力について研究

を行つた.ま たエタノール消毒における至適濃度

については,Beyer3)(1911)の 乾燥材料中のブ
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ドウ球菌に 対す るエタノール消毒 の 研究 か ら,

70%最 強 説 が 提 唱 さ れ た が,そ の後Morton4)

(1950)は 湿 じゆんな状態 の 球菌お よび 桿菌 を用

い,95%エ タ ノールが最 も効果 的であ ることを認

めた.ま たSmith5)(1947)は 生 喀痰中の 結核菌

に対 して は95～100%エ タ ノール,乾 燥喀痰 中 に

おいては50%エ タ ノールが最強であ ることを述べ

ている.我 国においては,今 日なお多 くの成書指

針 の中に,条 件を無視 した70%最 強 説 が見 うけ ら

れ る.本 報においては これ らの観点 か らも,液 相

お よび固相の含水物件お よび乾燥物件 中における

エタノールの至適殺 ウイルス濃度 について も検討

を加 えた.

材 料 と方法

ウイルス,Polio1型(Mahoney株),Entero-

70(G-10/72株),NDV(佐 藤 株),Vaccinia(大

連I株)の 各 ウイル スをHeLa細 胞 に 接種 し,

細 胞変性効果(CPE)出 現 後,細 胞 の脱落前に維

持液(M.M)をPBSに 換 え,凍 結融解後 に そ

の遠沈上清を-20℃ に 保存 した:ウ イルス感染価

は,105～6TCID50に な るよ うにPBSを 用 い調整

した.

不 活化実験

1.液 相;液 性の生体試 料,血 清,脱 線維血,

尿,涙 液(乳 児),お よびPBS9に 対 し上記 ウイ

ルス液を1の 割に混 合 し,そ の0.1mlに 各 濃度 の

エ タノールを0・9ml加 え,一 定感作時間毎 に蒸留

水9.0mlを 加 え反応 の停止 お よび培 養細胞 に対す

る毒性の除去を行つた.血 清 お よび脱線維血 はエ

タノールに より沈澱を生ず るが蒸留水を加え るこ

とに より速やかに溶解 し,可 視的 な沈澱物 は認 め

なかつた.対 照 として生体試料 と同量 のPBSを

用 いた.全 て の試料は反応停止後,バ イブ レータ

ーお よ び ピペ ッ ト操作に より十分撹拌 し,HeLa

細 胞 に接種 された.全 ての操作 は20℃ の恒温水槽

中で行われた.

2.凝 固 血 お よび 感染細胞:Polio-1型 ウ ィル

スを含む凝固家兎血液0.2mlを 管 底に入れた試験

管 お よび 同 ウイルス感染6時 間後 にPBSで 洗

浄 しPBSを 完 全に 除去 したHeLa細 胞 試験管

に,各 濃度のエ タノールを満 た し,一 定感作時間

毎に エタノールを除 きM.M2.0mlを 加 えアセ ト

ン ドライアイスで凍結 し反応 を停止 させた.同 試

料を超音波処理(10KC10分)し た 後,遠 沈 し,

そ の上清中の残存 ウイル ス感染価 を試験管法 に よ

り測定 した.全 ての操作は200Cの 恒 温水槽 中で行

われた.

3.乾 燥 試料:NDVま た はVacciniaウ イル

スを含む仔牛血清0.1m1を30mlの 広 口びんの底

面 に拡 げ,室 温(20～250C)で3～5時 間乾燥 を

行 つた.こ の乾燥血清 フイル ムの全面を覆 うよ う

に各濃度 のエタノール1.0mlを 加 え,一 定感作時

間 ごとに,蒸 留水9.0mlを 加 え,直 ちにバ イブ レ

ーター お よび ピペ ッ トで 十分撹拌,反 応 を 停 止

し,生 残 ウイルスの 感染価 を 試験管法 で 測 定 し

た.全 ての操作は室温(20～25℃)で 行われた.

成 績

1.液 体 試料 各種 の液性の生体試 料,お よ

びPBS中 の ポ リオウイルスに対す る,エ タノ ー

ルの不活化作用は,Table1に 示 す通 りであ る.

高 濃度 の エ タノールに よる ウイル スの 不活化 に

は,生 体試料に よる阻害の程度は低 く,90%エ タ

ノールは,血 清 お よび 尿中 の ウイル スを,PBS

中 と同様 に10秒 で不活化 し,全 血中の ウィルス も

30秒 で不活化 が認め られた.こ れに対 し低濃度 の

エタノールは,生 体試料に よ りウイルス不活化 効

果 の阻害 を うけ易 く,6096エ タ ノールでは,PBS

中 の ポ リオ ウイルスは5分 で不活化を うけ るが,

血 清 お よび尿中では60分 を 必要 と し,全 血中では

60分 の感作 では生残が認め ら れ た.表 には示 さ

な れ いが,涙 液 中のEnt-70(AHC)ウ イルスは

PBS中 と同様50%エ タ ノール に よつ て10秒 で 不

活化 を うけ,涙 液に よる阻害効果は認 め られなか

つた.

2:凝 固血 感染価105.5TCID50の ポ リオ ウ

ィルスを含む凝固家兎血液0.2mlに 対 す るエ タノ

ールの作用 は,Fig.1に 示 す通 りであ る.60分

感 作 においては995・5%エ タ ノールに よつては,生

残 ウイルスの 感染価 は101.8TCID50に 低 下が 認

め られ るが,70～90%エ タ ノール に よつ て は,
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Table 1 Virucidal Effect of Ethanol on Polio

Virus Type 1 in Liquid Organic Materials.

20•Ž

103.5～104.8TCID50の 比 較的高 い 感染価 の 維持

が認め られた.120分 感 作 では,99.5%エ タ ノー

ルに よつては,完 全不活化がみ られ,90%エ タ ノ

ールに よつ ても,わ ずかに10065TCID50の 感 染価

が示 され るのみで あつた.こ れに対 し70%お よび

80%エ タ ノールに よつては,不 活化 の進行 は緩除

で あ り,生 残 ウイル スはなお103.5TCID50お よび

104.0TCID50の 感 染価 を示 した.

3.感 染 細胞 感染HeLa細 胞 中の ポ リオ

ウイル スのエタノールに よる不活 化は,Fig.2に

示 す ように概ね凝固血中 の ウィル スと 同様 の 傾

向が認め られ る.90お よび99.5%エ タ ノールに よ

る不活化は極め て速やかで,1分 後 の感染価 はい

Fig. 1 Virucidal Effect of Ethanol on Polio virus

type 1 in Rabbit Blood Clot

60min. 20℃

120min. 20℃

Fig. 2 Virucidal Effect of Ethanol on Polio Virus

Type 1 in Infected HeLa Cell Sheet (20•Ž)

ず れ も101.3TCID50で あ り,対 照 の107.8TCID5。

に比 べ,106以 上 の感染価の 低下が 示 された.70

%お よび80%エ タ ノールに よつては,そ れぞれ:

105.5お よび104.3TCID50の 感染価 が認 め られ た.

さ らに20分 感 作 にお いては,90%お よび99.5%エ

タ ノールに よつ て,感 作価は100TCID5。 以 下 に

低下す るが,70%お よび80%エ タ ノールに よつて

は,そ れぞれ,103.0TCID50お よび101.0TCID50

の 感染価 が認め られた,
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Fig. 3 Virucidal Effect of Ethanol on NDV in
Dry Smear of Calf Serum (room temp.)

10sec

30sec.

1 min

10min.

4.乾 燥血 清NDVお よび ワクチ ニ ア ウイ

ルスを含 む乾燥仔牛血清 に対す る,エ タノール処

理 の成績 は,Fig.3,Fig.4に 示 す通 りである.乾

燥血清 中の ウイルスに対 しては,高 濃度 のエ タノ

ールには反つて不活化効力の低下が示 され ,99.5

%エ タ ノールには,10分 感 作において も,い ずれ

の ウイルスに対 して も,殆 ん ど不活化効果 は示 さ

れなかつた.最 も高い不活化効果 の示 され るエタ

ノール濃度は,NDVは10秒 感 作 では40%,30秒

感 作では50%,ワ クチ ニアウイルスでは10秒 感 作

では40%,30秒 感 作 では50～60%で あ り,30秒 感

作ではいずれの ウイルス も検 出限界以下に感染価

は低下 した.70～80%エ タ ノールに よつては,10

秒 感作 ではいずれ の ウイルスに も感染価の低下は

み られず,1分 感 作では70%エ タ ノールは両 ウイ

ルスの感染価を検出限界以下に低下せ しめたが,

Fig. 4 Virucidal Effect of Ethanol on Vaccinia
Virus in Dry Smear of Calf Serum (room temp.)

10sec.

30sec.

1min.

10min.

80%エ タ ノールではNDV102.3TCID50お よび ワ

クチニア102.5TCID,。 の 感染価 が認 め られた.

考 察

本研究の前報 において,各 種 の親水性 お よび親

油脂性 ウイルスは,全 てエ タノールの濃度 に正比

例的に不活化を うけ ることを報告 した.本 報に お

いて も,水 分 を含 む生体試料 中に存在す る ウイル

スは90～99.5%の 高 濃度エ タノールに よ り,最 も

高い不活化作用 を うける,即 ち90%エ タ ノールは

.血清,尿 等 の液性試料 中に存在す るポ リオ ウイル

スを,PBS中 の 同 ウイルスと 同様,10秒 以 内で

不活化 し,生 体試料に よる不活化の阻害を殆 ど う

けない.こ れ に対 し80%以 下 のエ タノールでは,

生 体試料に よる不活化の阻害がみ られ,そ の影響

は低濃度のエ タノールに著 明に認 め られ た.

凝 固血,感 染細胞等 の固相 の生 体試料 中におい
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て も,ほ ぼ同様 の傾 向がみ られるが,90%以 上 の

濃度 のエタ ノールお よび80%以 下 のエタノールの

間には,著 しい不活化効力 の差が認め られた.こ

れ らの成績 はSmith5)の 喀疾 中の 結核菌について

の研 究お よびMorton6)の 動 物組織中 の チ フス菌

に対す るエタノール消毒に関す る研究の成績 と一

致 し,ウ イルスにおいて も細菌類 と同様 に,ニ タ

ノールの反応 に 十分 な 水分 を 含 む 状態 において

は,エ タノール濃度 の高 いほ ど,不 活化 効力の高

いことが認め られ る.

しか し乾燥物件中 のウイルスに対 しては,高 濃

度 のエタノールにはかえつて不活化 効力の低下 が

み られ,乾 燥血清 フィル ム中 のNDVお よび ワク

チニア ウイルスに対 しては40～60%エ タ ノールの

不活化効果が最大 であ り,30秒 感作 で本実験条件

下 では検 出限界以下に不活化 を うけ る.80%エ タ

ノールに よつ て同程度に感染価 を低下 せ しめるに

は,10分 即 ち20倍 の感作時間を要 した.同 様 の傾

向がSmith5)お よびCroshaw7)に よ り,乾 燥喀

疾中 の結核菌につ いて認め られてい る.乾 燥血清

中 の ウイルスにエ タノールが接触 す るには,ま ず

血清の溶解が必要であ り,溶 解効 率はエタノール

中の水分量に比例 し,ウ イルス不活化効果 はエタ

ノール含量に比例す るため,試 料 の溶解効率 お よ

び ウイルスのエ タノール感受 性の相 関に より,至

適濃 度は決め られ るもの と思 われ る.

日本薬局法 の消毒用エ タノールは,76～81%の

濃 度が決め られ てお り,多 くの成 書,指 針 もこの

濃度を中心 とした70～80%エ タ ノールの使用 を指

示 して いる.日 本薬局法注解8)に よれば,こ の濃度

の至適性の理 由として,一 つは皮膚 に対す る刺激

お よび脱脂等の副作用を避 け ることをあげている

が,同 時に至適不活化濃度の根拠 として,Price9)

の研 究にお いてエ タノールのSt.albusに 対 す る

不活化作用の ピークが70～80%に あ ることを引用

している.し か し同論文 は,St.aureusに 対 して

は90%エ タ ノールは70～80%エ タノール と同程度

の不活力化を示 し,E.coliに 対 しては90%エ タ

ノールが勝 る成 績を示 してい る.

エ タノールの副作用を無視 し得 る条件,即 ち ウ

イルスを含 む排泄物,生 体試料等に よつて汚染 を

うけた器具,施 設等 の迅速な消毒に際 しては,よ

り高濃度 のエタノールの使用が合理的 であろ う.

特 にエタノール抵抗性の強 い特定 のエ ンテ ロウイ

ルス,Cox.A-16.Ent-71等 お よび アデノ ウイル

スに対 しては消毒用エ タノ ールに よる短時間 の不

活化は不可能であ る.

現 実 には被消毒物件 に付着す る微生物の種 類お

よび含水状態の不明な場 合が多 いことか ら,あ ら

ゆる条件に対応 す るための便宜的 な濃度 と して,

70～80%の 使 用を否定 す るものではないが,こ の

濃度は含水,乾 燥いずれの条件下 においても最強

の殺 ウイルス濃 度ではない ことを強調 してお きた

い.

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 Ethanol on  Viruses in Organic Materials
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The inactivation of viruses by ethanol in organic materials was investigated.

Viral inactivation in liquid materials was determined by mixing 0.9 ml of ethanol with 0.1 ml of

Polio virus in undiluted materials. At the end of the test period 9.0 ml of distilled water was added to

stop the action of ethanol and to avoid toxicity for cell culture. The percentages of ethanol recorded in

the tables indicate final concentrations diluted with the virus material. Inactivation of Polio virus in

a clotted rabbit blood and Hela cell sheet were carried out by filling a test tubes containing these materials

with ethanol. At the end of sensitization, it was replaced immediately by 2.0 ml of M.M. and was

frozen by aceton dry ice. After sonication these materials were centrifuged and the supernatant were

used for estimation of surviving viruses. Inactivation of viruses in dry materials was determined by pour-

ing 1.0 ml of ethanol on dry calfserum smear containing known titer of NDV and Vaccinia virus on the

bottom of wide mouth bottle. At the end of test period 9.0 ml of distilled water was added for dilution

of toxicity and cessation of the action of ethanol.

The virucidal activity of ethanol on viruses in either humoral or solid organic materials increased

with the increase of concentration of ethanol, when these materials contained water sufficient for the action

of ethanol. By 90% ethanol Poliovirus type 1 in an undiluted calfserum was inactivated so rapidly as

in PBS, but 70% ethanol required more than ten times of sensitizing period, compared with in PBS.

A similar phenomenon was observed in solid materials. Polio virus in an infected Hela cell sheet having

titer of 107.8 TCD, reduced its infectivity to 10'.5 TCD, by exposure to 99.5% ethanol for one minute,

whereas by 70% ethanol it remained at the titer of 105•5 TCD. Polio virus in blood clot was inactivated

almost similarly as in Hela cell sheet.

On the othei hand when viruses were in dry materials rather low concentration (40-60%) of ethanol

was more effective than the higher concentrations, though the highest efficiency depended on the sus-

ceptibility of the each viruses to ethanol.


