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厚生労働行政推進調査事業費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 
（総括）研究報告書 

 
感染症法に基づく消毒・滅菌の手引きの改訂に関する研究 

 
研究代表者 花木 賢一 国立感染症研究所安全実験管理部長 

 
 新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の国内流行により、消毒薬や個人防

護具（PPE）、特にマスクの供給不足が社会問題となった。独立行政法人製品評価

技術基盤機構（NITE）は雑品から新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に汚染さ

れたモノの消毒に有効な物資を選定して公表したが、それらは一般国民向けを想

定したもので、医療現場や介護施設向けではなかった。そこで、医療現場や介護

施設で参照される「COVID-19 の消毒・滅菌の手引き」の策定、さらに「感染症

法に基づく消毒・滅菌の手引き」の改訂を行うことを目的として研究を実施した。

そして、ウイルスの不活化が粒子破壊による場合には有効性評価に動的光散乱法

（DLS）解析が応用できること、塩素系消毒薬はウイルス液に含まれるアミノ酸

の影響を受けて有効性が過小評価されていたこと、クエン酸が SARS-CoV-2 の消

毒剤として有効な物資となること、第四級アンモニウム塩の一つで口腔用薬の主

成分であるドミフェンブロミドが塩化ベンザルコニウムと同等の有効性があるこ

と、空気中のウイルスの不活化に用いるオゾンガス、二酸化塩素ガス、および次

亜塩素酸ガスの使用条件、PPE の消毒に用いる過酸化水素ガスの条件、環境中の

SARS-CoV-2 の生残性は夏季に短いこと等を明らかにした。 

研究分担者 
森川茂・岡山理科大学獣医学部教授 
西村秀一・国立病院機構仙台医療センタ

ー臨床研究部ウイルス疾患研究室長 
早坂大輔・国立大学法人山口大学共同獣

医学部教授 
黒崎陽平・国立大学法人長崎大学高度感

染症研究センター准教授 
河合康洋・国立感染症研究所安全実験管

理部第一室長 
高木弘隆・国立感染症研究所安全実験管

理部主任研究官 
伊木繁雄・国立感染症研究所安全実験管

理部主任研究官 
原田俊彦・国立感染症研究所安全実験管

理部主任研究官 

A. 研究目的 
令和 2 年 1 月末に WHO が国際緊急事態

宣言を出した COVID-19 は、わが国では同

年 2 月に「感染症の予防及び感染症の患者

に対する医療に関する法律（感染症法）」の

指定感染症に指定され、令和 3 年 2 月より

新型インフルエンザ等感染症へ変更されて

いる。その間、感染状況の沈静化、変異株出

現と流行株置換による感染再拡大がみられ、

現在も全国で新規感染者の報告が続いてい

る。感染症の伝播抑制には、病原体で汚染さ

れた機器、環境の消毒・滅菌を適切かつ迅速

に行う必要がある。感染症法第 27 条及び第

29 条に基づく病原体に汚染された場所等

の消毒・滅菌は、平成 30 年 12 月 27 日付

で改訂された「感染症法に基づく消毒・滅菌
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の手引き」によって行われ、COVID-19 へ

は重症急性呼吸器症候群（SARS）・中東呼

吸器症候群（MERS）の記載が準用されてい

る。しかし、SARS-CoV-2 は他のウイルス

と不活化条件の異なる例が報告されている。 
COVID-19 の流行により消毒薬の需要が

高まり、その供給不足が社会問題となった。

そこで、NITE は雑品から SARS-CoV-2 に

汚染されたモノの消毒に有効な物資を選定

して令和 2 年 6 月に公表した。同様の物資

の公表は海外でも行われている。しかし、未

検証の物資が多く残されており、市中には

SARS-CoV-2 の消毒効果を検証することな

く、その有効性を謳う物資が出回っている。

そこで、本研究は①SARS-CoV-2 に対する

一般的な消毒・滅菌方法の条件を実験的に

明らかにすること。②マスクや防護服とい

った PPE の再利用に資する新たな消毒方

法を確立すること。そして、それらを基に③

COVID-19 の消毒・滅菌の手引きを作成す

ることを目的とする。併せて、④COVID-19
パンデミックによる消毒薬等の需給逼迫を

省み、他の感染症についても「感染症法に基

づく消毒・滅菌の手引き」に収載されていな

い消毒・滅菌方法の追加が必要であり、主に

文献調査を行って手引きを改訂することを

目的とする。 
 

B. 研究方法 
１．ウイルスと細胞 
 本研究で用いたウイルスは SARS-CoV-2
（NIID 512，WK-521，QK002，TY8-612）、
ヒトコロナウイルス（229E，OC43）、マウ

スコロナウイルス（MHV; JHM，NuA，F-

2D，S）、ネココロナウイルス、ブタ伝染性

胃腸炎（TGE）ウイルス、インフルエンザ

ウイルス（A/H1N1、A/H3N2、B）、重症熱

性血小板減少症候群（SFTS）ウイルス、コ

クサッキーウイルス、エンテロウイルス、ネ

コカリシウイルス、日本脳炎ウイルス、デン

グウイルス、トフラウイルスである。そし

て、SARS-CoV-2 は TMPRSS2 発現 Vero 
E6（VeroE6/TMRPSS2）細胞、229E ウイ

ルスはアカゲザル腎臓細胞由来 LLC-MK2
細胞、OC43 ウイルスはヒト直腸腺癌由来

HRT-18 細胞、マウスコロナウイルスはマ

ウス脳腫瘍由来 DBT 細胞、ネココロナウイ

ルスはネコ単核球由来 fcwf-4 細胞、インフ

ルエンザウイルスはイヌ腎臓尿細管上皮細

胞由来 MDCK 細胞で培養する等、それぞれ

のウイルスの培養に最適な培養細胞を用い

て増殖させて実験に供した。また、ウイルス

感染価は 50 ％組織培養細胞感染率

（TCID50）、プラーク形成単位（PFU）、ま

たはフォーカス形成単位（FFU）により算

定した。 
２．薬剤等 
 SARS-CoV-2 の不活化試験に用いた薬剤

等は、次亜塩素酸水、ドデシル硫酸ナトリウ

ム（SDS）、ジクロロイソシアヌル酸ナトリ

ウム（SDIC）、塩化ベンザルコニウム（BZC）、

塩化セチルピリジニウム（CPC）、エタノー

ル（ EtOH ）、次亜塩素酸ナトリウム

（NaClO）、有機酸（クエン酸、酢酸、シュ

ウ酸、リンゴ酸、酒石酸、グルコン酸）、石

鹸である。 
 SARS-CoV-2 以外のウイルス不活化試験

に用いた薬剤等は、オゾンガス、二酸化塩素
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ガス、次亜塩素酸ガス、BZC、塩化ベンゼト

ニウム（BZN）、CPC、ドミフェンブロミド

（DB）、直鎖アルキルベンゼンスルホン酸

ナトリウム、加速化過酸化水素（AHP）、過

酸化水素である。 
３．紫外線 
 光源には 222nm LED ランプ、254nm 水

銀ランプ、254nm LED ランプ、UV-C
（260nm）ランプ、265nm LED ランプ、

275nm LED ランプ、280nm 水銀ランプを

用いた。 
４．DLS 解析 
 DLS 解析は粒子径・ゼータ電位測定装置

Zetasizer Ultra（Malvern）により実施した。 
試料合計 1ml を 12mm 角ポリスチレンセ

ルに入れてストッパーで密封し、セルホル

ダーにセットした後に多角度動的光散乱法

により測定した。候補物資のスクリーニン

グでは、セルに 0.9ml の 0.3％ BSA 加ウ

イルス液（ウイルス液：3％ BSA：PBS = 
0.05ml：0.1ml：0.75ml）を入れ、DLS 解

析を行う直前に 0.1ml の候補物資溶液を加

えて軽くピペッティングし、1 分間静置し

た後に測定した。 
５．消毒ガス 
25 ㎥の密閉空間中に低濃度の二酸化塩素

ガス、オゾンガスまたは次亜塩素酸ガスを

発生させ、ネブライザーでウイルスのエア

ロゾルを発生させて一定時間経過後、空中

浮遊ウイルスをゼラチン膜フィルター上に

回収し、環境表面並びに空中から回収され

たウイルスの感染価を測定した。なお、ウイ

ルスにはインフルエンザウイルス、229E ウ

イルス、OC43 ウイルスを用いた。 

６．過酸化水素蒸気 
 N95 マスク等の PPE を再利用するため

の消毒方法として、ミストジェネレーター、

密閉容器、過酸化水素濃度を測定するため

のセンサーモジュール、エアーポンプから

成るミスト発生除染装置を製作し、チャン

バー内に静置した N95 または DS2 規格の

マスクを種々の濃度の過酸化水素水を用い

てミストを発生させて任意の時間暴露し、

強制換気後にそれぞれのマスクにおける残

留過酸化水素を過酸化水素簡易測定器によ

り測定した。また、チャンバー内にはバイオ

ロジカルインジケータとケミカルインジケ

ータを設置し、除染効果の判定に用いた。 
７．環境表面のウイルス感染価 
環境中のウイルス感染価の推移は、プラス

チック、ステンレス、木材等の基板にウイル

ス液を接種し、温湿度統御下または非統御

下で一定時間静置した。ウイルスは培地に

再溶解させて回収し、感染価を測定した。 
８．文献調査 
 「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」

に収載されている物資を整理し、それ以外

のもので国内にて利用可能な物資の探索、

WHO をはじめとする海外機関が公開する

実験室バイオセーフティ指針に記載されて

いる消毒・滅菌法に関する情報収集、高病原

性ウイルスを対象とした消毒・滅菌法に関

する学術論文からの情報収集を行った。 
（倫理面への配慮） 
 本研究は人を対象とする医学系研究、遺

伝子治療等臨床研究に該当せず、ヒトゲノ

ム・遺伝子解析、動物実験を含まない。その

ため、倫理面の問題はない。 
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C. 研究結果 
１．塩素系消毒薬評価における溶媒の影響 
令和 2 年に次亜塩素酸水の SARS-CoV-2

の消毒効果について NITE や大学等研究機

関が検証実験を行って公表した。しかし、実

施機関毎に実験条件が異なるために有効性

の結果にばらつきがみられた。その原因と

して、次亜塩素酸水の有効塩素濃度はウイ

ルス液と混合させる前に確認するのみで、

ウイルス液と混合させた後の有効塩素濃度

について確認していないこと、ウイルス液

に有効塩素濃度を下げる物質の存在が考え

られた。そこで、SARS-CoV-2 の培養で用

いる培地（DMEM）を蒸留水で 100 倍希釈

したもの 20 mL と 1,000 ppm の次亜塩素

酸ナトリウム 0.2 mL を混合すると、有効塩

素濃度は理論値の1/70に止まった。そこで、

Sephadex G25 カラムを用いた限外濾過法

によりウイルス液の溶媒である DMEM を

生理食塩水ヘ置換してウイルス液：次亜塩

素酸水＝1：19 で 1 分間処理すると、有効

塩素濃度5 ppmであってもSARS-CoV-2の

感染価は検出限界未満になった。 
２．SDIC 

SDIC もまた NITE が SARS-CoV-2 の消

毒効果について検証実験を行っているが、

感染価測定で培養細胞を用いることからシ

アヌル酸の細胞毒性が問題であった。そこ

で、シアヌル酸を除去するための吸着レジ

ンを検討し、最適なレジンを採用した試験

系により SDIC は NaClO と同等以上の

SARS-CoV-2 の不活性化効果を発揮するこ

とが明らかになった。 

３．有機酸 
 NITE の検証実験において、SARS-CoV-
2 が酸性の次亜塩素酸水により効果的に不

活化されることが示され、SARS-CoV-2 の

不活性化に酸性条件が相乗効果をもたらし

ていると考えられた。そこで、雑貨として入

手可能な有機酸による SARS-CoV-2 の不活

化効果を検討した。クエン酸、リンゴ酸、酒

石酸、グルコン酸において、グルコン酸の不

活化効果はわずかであったが、他の有機酸

は十分な不活化効果を認め、クエン酸では

100 mM 以上で 60 秒以内に 4 桁以上の感

染価減衰が確認された。また、酢酸、クエン

酸、シュウ酸について、pH を 2, 4, 6 に調

整して SARS-CoV-2 の不活化効果を検討し

た。その結果、シュウ酸は pH2 でわずかな

不活化効果を認めたが、酢酸は pH2 と pH4、
クエン酸では pH2 で検出限界以下まで

SARS-CoV-2 の不活化効果が確認された。 
４．紫外線 
 紫外線では従来の 254nm 水銀ランプと

同様の SARS-CoV-2 不活化効果を 265nm
深紫外線 LED ランプで認めた。なお、OC43
ウイルスでは 254nm よりも 275nm の波長

の紫外線で有意に高いウイルス不活化効果

が認められたこと、βコロナウイルス属

（SARS-CoV-2）はαコロナウイルス属

（TGEV）よりも UV-C に対して非常に感

受性が高いことが明らかになった。 
５．DLS 解析による薬剤等スクリーニング 
SARS-CoV-2の代用としてMHVに対する

第四級アンモニウム塩（QAC）の有効性を

0.3％ウシ血清アルブミン存在下で1分間反

応させて DLS 解析により評価した。QAC
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は 0.5％溶液の 2 倍希釈列を調製して用い

た。その結果、0.0625％以上の BZC、BZN、

及び DB は有効であったが、CPC は 0.5％
でも無効であった。QAC 以外では 1/10 容

（0.425％）AHP は有効であったが、1.5％
過酸化水素水、0.5％直鎖アルキルベンゼン

スルホン酸ナトリウムは無効であった。 
６．空中浮遊ウイルスの不活化 
 空中に浮遊するインフルエンザウイルス、

229E ウイルス並びに OC43 ウイルスの何

れも感染力の維持に湿度依存性があること

を確認された。そして、空中浮遊インフルエ

ンザウイルスと OC43 ウイルスは低濃度オ

ゾンで湿度依存的に感染力が低下すること、

低濃度二酸化塩素については比較的高い湿

度が必要で、湿度依存的に感染力が低下す

ることを確認した。一方、低濃度次亜塩素酸

ガスは湿度非依存性で空中に浮遊するウイ

ルスの感染力が低下することを確認した。 
７．過酸化水素蒸気 

PPE、特に N95 または DS2 マスクを再

利用するための安価な装置を試作し、過酸

化水素蒸気の有効性と実用性を検討した。

装置の仕組みはミスト発生装置で過酸化水

素蒸気を発生させ、密閉容器内の過酸化水

素濃度は蒸気供給源である過酸化水素水の

濃度で制御する。ウイルスが不活化できる

までの時間、密閉容器内の過酸化水素濃度

を一定に保ち、その後は強制換気により

PPEに残留する過酸化水素を除去するとい

うものである。そして、バイオロジカルイン

ジケータとケミカルインジケータを指標と

して、7.5％の過酸化水素水では 30 分以上、

30％の過酸化水素水では 15 分以上過酸化

水素蒸気に暴露することで除染効果が得ら

れること。N95 または DS2 マスクへの残留

過酸化水素は 48 時間の強制換気後に 1 
ppm 以下となることが明らかになった。 
８．環境中の SARS-CoV-2 の生残性 
環境中または物品に付着した SARS-

CoV-2 への対策を検討するため、SARS-
CoV-2 を様々な素材に接種してその生残性

を経時的に評価した。ポリスチレン上にウ

イルス液を接種して乾燥させたものを

20℃・相対湿度 40%（春・秋季または標準

的室内環境モデル）と 30℃・相対湿度 80%
（夏季モデル）に放置して感染価の推移を

評価すると、24 時間後に春・秋季モデルで

は 1/10、夏季モデルでは 1/ 1,000 へ低下と

温湿度条件により顕著な差違を認めた。 
９．文献調査 
「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」

の改訂に向けた情報収集は、令和 2 年 12 月

に WHO 実験室バイオセーフティマニュア

ル（第４版）が改訂されたことが大きな情報

であった。また、国内で入手可能な物資の検

索では、クルーズ船ダイヤモンドプリンセ

ス号の消毒で利用された AHP、有機物存在

下において NaClO よりも消毒効果の減衰

が小さいく有機物等異物の影響を受けにく

いとされる亜塩素酸水等が候補として見出

された。 
 

D. 考察 
令和 2 年のアルコール製剤をはじめとす

る消毒薬の供給不足により、その代替とし

て最も注目を集めた物資が次亜塩素酸水で

ある。食品添加物として認可されている次
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亜塩素酸水は電気分解により生成したもの

であるが、NaClO 液に希塩酸等を混合して

生成したものも市中に流通した。その結果、

一般家庭へ短期間に普及利用されることに

なり、NITE や大学等研究機関が SARS-
CoV-2 の消毒効果について検証実験を行っ

て公表した。しかし、実施機関毎に実験条件

が異なるため、有効性の結果にばらつきが

みられた。その原因として、次亜塩素酸水の

有効塩素濃度はウイルス液と混合させる前

に確認するのみで、ウイルス液と混合させ

た後の有効塩素濃度について確認しておら

ず、ウイルス液に有効塩素濃度を下げる物

質の存在が疑われた。そこで、ウイルス液の

溶媒である DMEM を生理食塩水ヘ置換し

て評価を行うと、有効塩素濃度 5 ppm であ

っても SARS-CoV-2 の感染価は検出限界未

満になった。そのため、次亜塩素酸水や

NaClO による SARS-CoV-2 の消毒では、公

表されているよりも低濃度で十分な不活化

効果が得られると考えられた。なお、SARS-
CoV-2 は唾液に含まれており、感染者の唾

液飛沫と共に排泄される。そこで、市販のプ

ール唾液に SARS-CoV-2 をスパイクして

NaClO 等の有効性を検証したが、唾液成分

による影響は認められなかった。 
 SDIC は NaClO と同等以上の SARS-
CoV-2 の不活性化効果を発揮することが確

認された。SDIC の剤型は固形で要時調製が

可能であり、液体である NaClO に比べて可

搬性と保存性において遙かに優れている。

そのため、SDIC は災害対策等の備蓄におい

て最適な消毒用物資と考えられた。 
 評価した有機酸の内、クエン酸は純品が

家庭用洗浄剤として市販されているために

入手が容易で、洗浄に用いられる濃度未満

で SARS-CoV-2 を不活化できること、無臭

であることから、一般人でも安全に取り扱

うことができる SARS-CoV-2 の消毒剤とし

て推奨できる物資と考えられる。 
 紫外線による殺ウイルス効果は、単波長

の LED ランプが多波長の水銀ランプと同

等であることが確認された。そして、LED
ランプは水銀ランプに比べて寿命が長いこ

とから、今後、紫外線光源は LED ランプへ

置換されることが予想される。なお、対象微

生物によって効果の高い波長が異なること

が確認されたため、感受性を考慮した波長

の選択と紫外線強度管理が必要と考えられ

る。 
 DLS解析は溶液中における粒子の運動速

度を計測し、そのデータから各種の数値計

算を利用して大きさに換算するというもの

であり、消毒薬等によりウイルス粒子が破

壊されることで粒径が変化し、その変化を

捉えることで SARS-CoV-2 の不活化に有効

な薬剤と処理条件を感染価測定に依らずに

評価できると考えた。その期待通りに BZC
と BZN は NITE が SARS-CoV-2 の不活化

に有効とした濃度 0.05％以上と近似する結

果（0.065％以上）が SARS-CoV-2 と同じβ

コロナウイルス属の MHV で得られた。ま

た、口腔殺菌消毒剤の成分である QAC にお

いて、0.065％の DB は BZC、BZN と同等

に有効であったが、CPC は 0.5％の高濃度

でも反応 1 分でウイルス粒子すべてを破壊

することはできなかった。DB がコロナウイ

ルスに有効であることを示したのは本研究
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が初めてであり、感染者や医療従事者が市

販の DB トローチを摂取することで、感染

拡大阻止、感染予防に寄与することが期待

される。 
QAC について、季節性インフルエンザウ

イルス（A/H1N1、A/H3N2 及び B）に対す

る不活化効果を感染価測定により検討した。

十分な不活化効果が確認されたが、同一の

薬剤・濃度であってもインフルエンザウイ

ルスの型・亜型により有効性が異なり、特に

A/H3N2 に対しては有効性が低くなる傾向

がみられた。 
 空中に浮遊するインフルエンザウイルス

とコロナウイルスは低濃度オゾンでは湿度

依存的に、低濃度二酸化塩素では比較的高

い湿度で湿度依存的に、低濃度次亜塩素酸

ガスでは湿度非依存的に不活化できること

が明らかになった。WHO や厚生労働省は

空気中のウイルス対策として有人環境での

消毒薬等の空間噴霧は推奨していないが、

無人の空間で低濃度のオゾン、二酸化塩素、

次亜塩素酸ガスにより空間消毒を行うこと

は積極的ウイルス対策として有効と考える。 
過酸化水素蒸気による N95、DS2 マスク

の消毒は、比較的簡単な構造のミスト発生

装置により 7.5％の過酸化水素水を蒸気発

生源とした場合には 30 分以上、30％の過酸

化水素水を蒸気発生源とした場合には 15
分以上、蒸気に暴露することで除染効果が

得られること、48 時間の強制換気後により

残留過酸化水素は 1 ppm 以下になることが

確認された。製作したミスト発生装置は小

型のためにマスクのような小物の PPE の

消毒に限定されるが、密閉容器を大型化す

ることで、つなぎ等の大物の PPE の消毒に

応用可能と考える。 
環境中の SARS-CoV-2 の生残性は、20℃

相対湿度 40%と比較して 30℃/相対湿度

80%中では 100 倍程度早く不活化された。

そして、48 時間で感染性は検出限界になる

ことが明らかとなった。温湿度条件と比較

すると株間に明らかな差異はなかったが、

TY8-612 はやや安定性が高いように思われ

た。 
諸外国の消毒剤に関する公表内容は、有効

性が期待される成分や市販製品を広くリス

ト化するなど、一般消費者にとって身近な、

具体的な情報であった。COVID-19 に限っ

ては NITE が有効性の期待される市販製品

をリスト化して公表したが、「感染症法に基

づく消毒・滅菌の手引き」の改訂に当たって

は、諸外国の記述事例、情報提供の形態を参

考にすることで利用者の範囲が拡がること

が期待される。 
 

E. 結論 
 本研究ではウイルスの不活化が粒子破壊

による場合には DLS 解析が応用できるこ

と、NaClO をはじめとする塩素系消毒薬は

ウイルス液に含まれる培地成分、アミノ酸

に影響を受けて有効性を過小評価していた

こと、クエン酸が SARS-CoV-2 の消毒に用

いる物資となること、DB が BZC、BZN と

同等のコロナウイルスに対する有効性が確

認され、DB トローチが飛沫感染の防除へ活

用されることが期待されること、空気中の

ウイルスの不活化に用いるオゾン、二酸化

塩素、および次亜塩素酸ガスの使用条件、
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PPEの消毒に用いる過酸化水素ガスの条件、

環境中の SARS-CoV-2 の生残性は夏季に

48 時間以内と短いこと等を明らかにした。

これらの知見並びに文献等調査結果を基に、

感染症法に基づく消毒・滅菌の手引きの改

訂のための案を提案したい。 
 
F. 健康危険情報 

なし 
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Iki S, Sekiguchi K, Kurata Y, Shimizu 
E, Sugiura A, Yuasa H, Hanaki KI. 
Effects of various physical and 
chemical disinfection methods on the 
fine particle collection efficiency of 
N95 respirators and surgical masks. 
Jpn J Infect Dis. 2021. DOI: 
10.7883/yoken.JJID.2021.663 
Hasegawa G, Sakai W, Chiaki T, 
Tachibana S, Kakita A, Kato T, 
Nishimura H, Yamakage M. 
Investigation into the efficacy of a 
novel extubation-aerosol shield: a 
cough model study, Infect Prev. 
Practice. Infect Prev Pract. 4:100193, 
2022. 

2. 学会発表 

なし 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
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発明の名称 ウイルス不活化装置並び

にウイルス不活化装置付き空気処理装

置 共同開発者 ダイニチ工業株式会

社 出願日 R2.12.1 出願 
発明の名称 空気殺菌・ウイルス不活

化装置  共同開発者  株式 会 社

AiDeal Tech 出願日 R3.1.12 出願 

R3.7.12 国際特許出願 R3.11.12 国際

特許 19 条補正 
発明の名称 オゾン検知システム及び

オゾン発生器 共同開発者 日本特殊

陶業株式会社 出願日 R3.5.3 出願 
発明の名称 加湿システム、オゾン発

生器、及び加湿方法 共同開発者 日

本特殊陶業株式会社 出願日 R3.5.3
出願 
発明の名称 評価システム、オゾン発

生器、加湿器、電子看板システム、及び

情報提供システム 共同開発者 日本

特殊陶業株式会社 R3.5.31 出願  
発明の名称  空気殺菌・ウイルス不活

性化装置共同開発者  株式 会 社

AiDeal Tech R3.5.31 出願【発明 2 関連

の新規出願】 
2. 実用新案登録 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
動的光散乱法解析による候補物資の選抜に関する研究 

 
研究代表者 花木 賢一 国立感染症研究所安全実験管理部長 

 
動的光散乱法は溶液中のナノメートルサイズの微粒子を計測する技術で、マウス

コロナウイルスをモデルウイルスとして新型コロナウイルスの消毒に有効な薬剤

を 0.3％ウシ血清アルブミン存在下で 1 分間反応させてスクリーニングを行った。

そして、薬剤等の未処理条件の粒径に近い粒子の消失を以てウイルスは不活化さ

れた=有効と判定した。その結果、第四級アンモニウム塩では 0.0625％以上の塩

化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、及びドミフェンブロミドが有効であ

ったが、0.5％塩化セチルピリジニウムは無効であった。また、0.425％加速化過

酸化水素は有効であったが、1.5％過酸化水素水、0.5％直鎖アルキルベンゼンス

ルホン酸ナトリウムは無効であった。 

A. 研究目的 
 新型コロナウイルス感染症（COVID-19）
のパンデミックにより消毒薬の一般需要が

急増し、2020 年はアルコール製剤をはじめ

とする消毒薬の供給不足が社会問題となっ

た。その後、消毒薬として使用可能なアルコ

ールの供給増加と独立行政法人製品評価技

術基盤機構（NITE）が新型コロナウイルス

（SARS-CoV-2）に対する代替消毒方法の

有効性評価を実施し、家庭用洗剤に含まれ

る界面活性剤、次亜塩素酸水等の有効性を

公表したことで消毒薬の供給不足という社

会問題は一段落した。しかし、NITE の検証

した物資は医療で常用される消毒薬と生体

に用いる薬剤等は対象外としていた。その

ため、未評価の薬剤等が多数残された。ま

た、有効性評価は培養上清のウイルス力価

測定またはウイルスゲノム量の増加の有無

で判定しており、判定には 3〜5 日要するこ

とから限定的な条件で評価が行われた。 
動的光散乱法（Dynamic Light Scattering: 

DLS）は、溶液中のナノメートルサイズの

微粒子を計測することができる実用的かつ

品質マネジメントシステムに関する国際規

格 ISO 22412:2017 に記載された簡便な手

法である。その原理は、溶液中における粒子

の運動速度を計測し、そのデータから各種

の数値計算を利用して大きさに換算すると

いうものである。そのため、ウイルスの形態

を変化させることでウイルスを不活化させ

る物資であれば、DLS 解析により物資のス

クリーニングが可能と考えられる。そこで、

本研究では DLS 解析によるコロナウイル

スの粒径測定条件の決定、コロナウイルス

の形態変化を引き起こすことが期待される

第四級アンモニウム塩（QAC）のスクリー

ニング、合わせてダイヤモンドプリンセス

号の消毒に用いられた加速化過酸化水素

（APH）とその主たる構成成分である過酸

化水素を対象とした。 
 
 



 10 

B. 研究方法 
① 候補物資 
 QAC として塩化ベンザルコニウム

（Benzalkonium Chloride, BZC; Sigma-
Aldrich ）、 塩 化 ベ ン ゼ ト ニ ウ ム

（Benzethonium Chloride, BZN；富士フイ

ルム和光純薬）、ヘキサデシルトリメチルア

ンモニウム・クロリド［別名：塩化セチルピ

リジニウム；Cetylpyridinium chloride, 
CPC；富士フイルム和光純薬］、ドミフェン

ブロミド（Domiphen bromide, DB；Sigma-
Aldrich）の 4 種を用いた。また、衣料用合

成洗剤に含まれる界面活性剤として直鎖ア

ルキルベンゼンスルホン酸ナトリウム

（ Sodium linear-Alkylbenzenesulfonate, 
SLA；富士フイルム和光純薬）、加速化過酸

化水素（AHP）として 4.25%の AHP を含

有するオキシヴィルファイブ（シーバイエ

ス）、過酸化水素（Hydrogen Peroxide 
Solution, HP）として約 3w/v%の HP を含

有する日本薬局方オキシドール（健栄製薬）

を用いた。界面活性剤は精製水に溶解して

希釈列を調製し、AHP と HP はウイルス液

への添加容量を変えることで終濃度を調整

した。 
② ウイルス 
マウスコロナウイルス（Mouse Hepatitis 

Virus, MHV）は JHM, F-2D, NuA, S の 4
株を用いた。ウイルス培養には DBT 細胞を

用い、細胞はウイルス接種後にウシ胎子血

清及び Tryptose Phosphate Broth（TPB, 
Difco）を含まない EMEM で 37℃，5％CO2

下で二晩培養した。培養上清は 1,500 ×g，
5 分間の遠心により細胞残渣を除去し、0.22 

µm 遠心式フィルターユニット（Ultrafree-
MC, Millipore）でろ過して−80℃に保存し

た。感染価はウイルス液の 10 倍希釈系列を

作製して 96 ウェルプレートに播種した

DBT 細胞へ接種し、TCID50を求めた。 
③ DLS 解析 
DLS 解析は粒子径・ゼータ電位測定装置

Zetasizer Ultra（Malvern）により実施した。 
試料合計 1ml を 12mm 角ポリスチレンセ

ルに入れてストッパーで密封し、セルホル

ダーにセットした後に多角度動的光散乱法

により測定した。候補物資のスクリーニン

グでは、セルに 0.9ml の 0.3％ BSA 加ウ

イルス液（ウイルス液：3％ BSA：PBS = 
0.05ml：0.1ml：0.75ml）を入れ、DLS 解

析を行う直前に 0.1ml の候補物資溶液を加

えて軽くピペッティングし、1 分間静置し

た後に測定を行った。 
 
C. 研究結果 
① ウイルス及び溶媒の選定 
 MHV-JHM, MHV-F-2D, MHV-NuA, 
MHV-S それぞれを PBS で 1：19 に希釈し

て DLS 解析を行った結果、粒径分布に差が

みられた。比較的均一であったのは MHV-
F-2D で、希釈前の MHV-F-2D 溶液の感染

価は 6.2×106TCID50/ml であった。なお、

DBT細胞でMHVを培養する場合には無血

清・10% TPB 加 EMEM を用いるが、TPB
加 EMEM では非特異な粒径のピークが認

められたことから、EMEM のみで MHV の

培養を行った［データ未収載］。次に、溶媒

の検討を PBS と精製水（DW）について行

った［図 1］。 
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図１ PBS または精製水における MHV の粒径分布 

PBS では主たるピーク（86.0％）の粒径は

φ182.1nm であったが、DW では主たるピ

ーク（69.5％）は φ402.6nm であった。MHV
の 粒 径 は φ80-169nm と さ れ て お り

（Homberger, F.R. 1997. Lab Anim. 31:97-
115）、その粒径に近似する PBS を溶媒とし

て選択した。 
次に、ウイルス液に負荷物質として 0.3％ 

BSA 存在下、2 倍希釈列の BZN を添加し

て室温1分間後、DLS解析を行った［図2］。
0.3％ BSA は「環境消毒薬の評価指針 2020」
（一般社団法人日本環境感染学会）に記載

された清浄条件の 10 倍濃度である。それぞ

れの主たるピークは BZN が 0.5％の時

φ1,237nm（69.0％）かつ φ80〜200nm に

はピークを認めず（最小粒径のピークは

φ425.3nm）、0.25％の時 φ1,100nm（91.8％）

かつ φ80〜200nm にはピークを認めず（最

小粒径のピークは φ752.4nm）、0.125％の

時 φ1,121nm（77.5％）かつ φ80〜200nm
にはピークを認めず（最小粒径のピークは

φ748.6nm ）、 0.0625 ％ の 時 φ1,064nm

（39.4％）かつ φ80〜200nm にはピークを

認めず（最小粒径のピークは φ423.5nm）、 
 

 

 
図２ BZN 処理による MHV の粒径分布 
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0.03125％の時 φ121.9nm（67.0％）と φ80
〜200nm にピークを認め、0.015625％の時

φ142.0nm（56.7％）と φ80〜200nm にピ

ークを認めた。この結果より 0.0625％以上

の BZN でウイルス粒子は完全に破壊され、

0.03125％以下ではウイルス粒子は形態を

保持すると考えられた。 
 BZC についても同様の解析を行い、

0.0625％の時に主たるピークは φ774.6nm
（52.8％）かつ φ80〜200nm にはピークを

認めず（最小粒径のピークは φ425.8nm）、

0.03125 ％ の 時 に 主 た る ピ ー ク は

φ116.7nm（35.2％）と φ80〜200nm にピ

ークを認めた［図３］。この結果より BZC も

また0.0625％以上の濃度でウイルス粒子は

完全に破壊され、0.03125％以下ではウイル

ス粒子は形態を保持すると考えられた。 

 
図３ BZC 処理による MHV の粒径分布 

DBについても同様の解析を行い、0.0625％
の時に主たるピークは φ1,115nm（49.5％）

かつ φ80〜200nm にはピークを認めず（最

小粒径のピークは φ430.6nm）、0.03125％
の時に主たるピークはφ185.7nm（98.7％）

と φ80〜200nm にピークを認めた［図 4］。
この結果より DB も BZN、BZC と同様に

0.0625％以上の濃度でウイルス粒子は破壊

され、0.03125％以下ではウイルス粒子は形

態を保持すると考えられた。 

 
図４ DB 処理による MHV の粒径分布 

 

一方、CPC［図 5］と SLA［図 6］では 0.5％
でも φ80〜200nm にピークを認めた。 

 
図５ CPC 処理による MHV の粒径分布 
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図６ SLA 処理による MHV の粒径分布 

 AHP は DW で希釈するのみで発泡するた

め、それにより効力が失われると推定し、ウ

イルス液と AHP の混合比を変えて評価を

行った（1/10 AHP, ウイルス液：AHP=9：
1；1/20 AHP, ウイルス液：AHP=19：1；
1/40 AHP, ウイルス液：AHP=39：1）。DLS
解析結果を図 7 に示す。 

 
図７ AHP 処理による MHV の粒径分布 

1/10 AHP の 時 に 主 た る ピ ー ク は

φ699.8nm（48.9％）かつ φ80〜200nm に

はピークを認めず（80nm 以上の最小粒径

のピークは φ424nm；80nm 未満で認める

粒径のピークは φ60.8nm）、1/20 および

1/40 AHP の時に認める単一のピークはそ

れぞれ 195nm（100％）、194.4nm（100％）

で、いずれも φ80〜200nm にピークを認め

た。このことから AHP は 1/10 までの処理

ではウイルス粒子を破壊し、1/20 以下では

ウイルス粒子は保持されると考えられた。

なお、約 1.5％過酸化水素は主たるピークは

φ136.3nm（90.0％）と φ80〜200nm にピ

ークを認め、一部（10％）の粒子が破壊さ

れていると推察される結果であった［図 8］。 

 
図８ 過酸化水素処理による MHV の粒径分布 

 
D. 考察 
 SARS-CoV-2 をはじめとするエンベロー

プウイルスは消毒薬等により容易に不活化

できる微生物であり、界面活性剤が有効で

ある。そして、QAC は米国環境保護庁が

COVID-19 に有効として公表している消毒

剤製品リスト N において、573 品目中 257
品目（44.9％、2021 年 9 月現在）を占める

ことから取り上げた。また、日本では医薬品

指定を受けていないが、AHP は米国 CDC
が公表している「医療施設における消毒と

滅菌のための CDC ガイドライン 2008」に

収載されていることから雑品として取り上

げた。 
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 QAC は有機物存在下で効果が減弱する

可能性が指摘されていることから（WHO実

験室バイオセーフティマニュアル第 4 版、

付属書「除染と廃棄物管理」）、0.3％ BSA を

負荷して評価を行った。その結果、BZC と

BZN は 0.0625％で有効、0.03125％で無効

であった。この結果は NITE が公表した

SARS-CoV-2 を不活化する有効濃度が

0.05％以上であったとする報告によく近似

していた。また、DB は口腔殺菌消毒剤（ド

ミフェン臭化物トローチ）として用いられ

ているが、BZC、BZN と同様に 0.0625％で

有効、0.03125％で無効であった。一方、CPC
もまた口腔殺菌消毒剤（セチルピリジニウ

ム塩化物トローチ）であるが、0.5％でもウ

イルス粒子を破壊するには不十分であった。

なお、CPC の SARS-CoV-2 への有効性は購

入元の富士フイルム和光純薬が0.05％CPC
水溶液とウイルス液の混合比 1：9 で 15 秒

作用させることで 99％、5 分作用させるこ

とで 99.99％不活化できたと公表している

（ https://specchem-wako.fujifilm.com/jp/ 
cpc/#disinfection_date）。この差違は有機物

の負荷を行っているか否かに起因している

と思われた。SLA については、NITE は

0.1％以上で SARS-CoV-2 へ有効と公表し

たが、DLS 解析では 0.5％でも MHV を破

壊できなかった。結果が異なる理由として、

NITE の検証で用いられた SLAは日本石鹸

洗剤工業会より提供を受けた実際の洗剤製

品の原料であるのに対し、本研究で用いた

のは試薬であるために同一品でない（C の

数が異なる）可能性が考えられた。 
 AHPではウイルス液に1/10容のAHP原

液を加えた場合にのみ有効性が確認された。 
AHP は原液で使用する製剤であることか

ら、実際の使用方法では終濃度が 10 倍に希

釈されることはなく、十分な効果が発揮さ

れると考える。一方、過酸化水素は約 1.5％
でもウイルス粒子を破壊することができな

かった。これは過酸化水素の作用時間が 1
分、測定時間を含めて 3 分と短く効果が発

揮できなかったことが考えられる。なお、

AHP には界面活性剤が含まれており、界面

活性剤と過酸化水素との相乗効果によりウ

イルス粒子を破壊したと考えられるが、過

酸化水素単独処理によりウイルス粒子を十

分に破壊できるかは検討が必要である。 
 
E. 結論 
 本研究では DLS 解析によりコロナウイ

ルスをはじめとするエンベロープウイルス

を不活化する界面活性剤のスクリーニング

へ応用できることを明らかにした。特に、口

腔殺菌消毒剤として使用される DB と CPC
に有効性の顕著な差があることを明らかに

したことは、新しい知見である。DLS 解析

は形態変化を伴うウイルス不活化の条件検

討に有用であり、今後はどのような消毒、滅

菌方法のスクリーニングへ応用を展開でき

るか検討していく必要がある。 
 
F. 研究発表 
1. 論文発表 

なし 
2. 学会発表 

なし 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 
2. 実用新案登録 

なし 
3. その他 

なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
薬剤による新型コロナウイルス不活化条件に関する研究 

 
研究分担者 森川 茂 岡山理科大学・獣医学部・教授 

 
Ａ．研究目的 
 令和 2 年 1 月末に WHO が国際緊急事態

宣言を出した新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）は、わが国では同年 2 月に

「感染症の予防及び感染症の患者に対する

医療に関する法律（感染症法）」の指定感染

症に指定され、現在も全国で新規感染者の

報告が続いている。感染症の伝播抑制には、

病原体で汚染された器機、環境の消毒・滅菌

を適切かつ迅速に行う必要がある。感染症

法第 27 条及び第 29 条に基づく病原体に汚

染された場所等の消毒・滅菌は、平成 30 年

12 月 27 日付で改訂された「感染症法に基

づく消毒・滅菌の手引き」によって行われ、

COVID-19 へは SARS・MERS の記載が準

用されている。しかし、新型コロナウイルス

（SARS-CoV-2）は他のウイルスと不活化

条件の異なる例が報告されている。 
 COVID-19 の流行は消毒薬需要の急増を

招き、消毒薬の供給不足は社会問題となっ

た。独立行政法人製品評価技術基盤機構

（NITE）は、経済産業省の依頼により消毒

薬の不足に対処するため、専門家による検

討委員会を設置してSARS-CoV-2に汚染さ

れた物の消毒に有効な物資を選定して公表

した。同様の物資の公表は海外でも行われ

研究要旨 
ウイルス液を Sephadex G25 カラムによる限外ろ過法で DMEM から生理食塩水に

置換して、次亜塩素酸水による不活化度を検討した。その結果、培地成分を置換しな

いウイルスを用いた試験では、20ppm 以下では不活化度が低く、50ppm 以上で検出

限界未満になった。一方、生理食塩水で置換したウイルス液を用いて同様に不活化度

を検討した結果、5ppm でも検出限界未満になった。 
 エンベロープウイルスの不活化効果の高い SDS による不活化を、FBS を含まない

DMEM 培地で調製した SARS-CoV-2 を用いて調べた。その結果、0.01％SDS では

25℃、3 分間の処理では不活化効果は 50％程度、0.1％SDS では 99.2％、1％SDS で

は 99.9％であった。1％SDS 処理では 100℃、10 分間の処理では検出限界未満まで

不活化されるという報告があるが、25℃、3 分間の処理ではかなり不活化されるが完

全には不活化できなかった。 
 血清の非働化では 56℃、30 分間の熱処理がされる。この熱処理での不活化と血清

濃度との関係を調べた結果、FBS を１％、90％含む DMEM 中の SARS-CoV-2 のい

ずれも 10 分間処理で 99.8〜99.9％、30 分間処理ではほぼ検出限界まで不活化され

たことから、非働化により感染リスクはほとんどなくなると考えられた。 
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ている。ただし、NITE は評価対象物資から

医療機関で通常使用されている物資を除外

したため、未検証の物資が多く残されてい

る。また、市中には SARS-CoV-2 の消毒効

果を検証することなく、その有効性を謳う

物資が出回っている。そこで、本研究は令和

2 年度中に、①SARS-CoV-2 に対する一般

的な消毒・滅菌方法の条件を実験的に明ら

かにすること。②マスクや防護服といった

個人防護具の再利用に資する新たな消毒方

法を確立すること。そして、それらを基に

③SARS-CoV-2 の消毒・滅菌の手引きを作

成することを目的とする。併せて、

④COVID-19 パンデミックによる消毒薬の

供給不足を省み、他の感染症についても「感

染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」に収載

されていない消毒・滅菌方法の追加が必要

であり、主に文献調査を行って手引きを改

訂することを目的とする。それらの内、本研

究ではSARS-CoV-2の各種消毒剤等の成分

による不活化条件を検討してその有効性を

明らかにすることを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
１）ウイルス溶液中に含まれる細胞培養用

培地成分による次亜塩素酸 Na 溶液や次亜

塩素酸水中の遊離残留塩素の低下： 
厚生労働省の「新型コロナウイルスに関

する Q&A（一般の方向け）」では、使用方

法として、」市販の家庭用漂白剤を、次亜塩

素酸ナトリウムの濃度が 0.05%になるよう

に薄めて拭きます。その後、水拭きしましょ

う。」と記載されている。0.05％は 500ppm
であるが、市販の次亜塩素酸 Na を含む漂

白剤などの使用推奨濃度に相当する。ウイ

ルスは通常、細胞培養用の培地に非働化ウ

シ胎児血清（FBS）や抗生物質を添加した液

中に含まれる形態で使用される。本研究で

は、細胞培養用培地成分が次亜塩素酸ナト

リウム液の遊離残留塩素に影響するかを検

証した。また、NITE で取りまとめた次亜塩

素酸水による SARS-CoV-2 に不活化効果は、

複数の研究機関で実施された結果をとりま

とめて 99.9%以上の不活化効果がある

35ppm 以上を有効濃度と判断している。こ

の 35ppm は理論値であり、残留塩素濃度を

測定しているわけではない。この試験では、

ウイルスは培地に FBS を 1％から 5％含む

液中に含まれているものを用いている。そ

こで、培地成分が次亜塩素酸水の有効塩素

濃度に与える影響を調べた。培地をそのま

まあるいは蒸留水で希釈して 1,000ppm の

次亜塩素酸ナトリウム 1/100 と混合して、

遊離残留塩素濃度を測定した。また、分子量

5,000 以 下 の 低 分 子 物 質 を 除 去 で き る

Sephadex-G25 の市販カラムである PD-10 脱

塩カラムまたは PD MiｄiTrap G-25 カラムを

用いて、DMEM 培地あるいは１％FBS を添

加した DMEM 培地の低分子物質を除去して

生理食塩水（0.9％NaCl）に置換した。これら

に次亜塩素酸 Na や次亜塩素酸水を添加して

遊離残留塩素を測定した。 
２）培地の低分子物質を除去した SARS-CoV-
2 の不活化に要する次亜塩素酸 Na や次亜塩

素酸水の濃度： 
 １）で用いた PD-10 脱塩カラムまたは PD Mi
ｄiTrap G-25 カラムを用いて、分子量 5,000
以下の低分子物を除去して生理食塩水に置

換したウイルス液を作製し、不活化に要する次

亜塩素酸 Na や次亜塩素酸水の濃度を調べ

た。通常の培地に含まれるウイルスまたは低分

子物を除去したウイルスの１容に、各種濃度の
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次亜塩素酸 Na や次亜塩素酸水の 19 容を混

合して、室温で 1 分間反応させた。反応後直

ちにチオ硫酸 Na で中和して 1%FBS 添加

DMEM 培 地 で 10 倍 階 段 希 釈 し 、

VeroE6/TMPRSS2 細胞を培養したマイクロ

プレートに各希釈ウイルス液 40µL/well x 
6 wells/dilution 接種して 4 日後に CPE の

出現を指標にウイルス力価（TCID50/mL）を

Reed & Muench 法で求め、mock 反応対象

に対する力価の減少により不活化効果を求め

た。 
３）SDS による不活化効果： 
 比較的ウイルス不活化効果の強い界面活性

剤であるドデシル硫酸ナトリウム（SDS）による

不活化効果を調べた。FBS無添加DMEM培

地で調製した SARS-CoV-２液に SDS を 0.01、

0.1、１％になるように添加して室温 25℃で 3
分間処理後、JIS L1922 に準じて不活化度を

解析した。 
４）熱不活化と FBS 濃度： 
 SARS-CoV-2 は、ウイルス血症をほとんど起

こさないとされるが 1％程度の感染者の血中に

ウイルスが検出される。そこで、通常の１％

FBS 添加 DMEM 中のウイルスと 90％FBS
添加 DMEM 中のウイルスで 56℃での不活化

を比較した。 
（倫理面への配慮） 

特記事項なし 

 
Ｃ．研究結果 
１）ウイルス溶液中に含まれる細胞培養用培

地成分による次亜塩素酸 Na 溶液や次亜塩

素酸水中の遊離残留塩素の低下： 
 SARS-CoV-2の増殖に使用するDMEM培

地を 20mL と 1,000ppm の次亜塩素酸ナト

リウム 0.2mL を混合すると理論値は

9.90ppm となるが、残留遊離塩素濃度の実

測値は測定限界未満であった。そこで、

DMEM 培地を蒸留水で 100 倍希釈したも

の 20mL と 1,000ppm の次亜塩素酸ナトリ

ウム0.2mLを混合すると有効塩素濃度の実

測値は 0.14ppm と理論値の 9.90ppm の

1/70 の値となった。次亜塩素酸水を用いて

同様の試験を行うと同様の結果が得られた。

また、PD-10 脱塩カラムで DMEM を生理食

塩水に置換したものでは、同様に試験で実測

値は理論値の約 1/2 となった。このことは、

DMEM 培地中に大量に含まれるアミノ酸

と有効塩素が反応して塩素が消費されるた

めと考えられた。 
２）培地の低分子物質を除去した SARS-CoV-
2 の不活化に要する次亜塩素酸 Na や次亜塩

素酸水の濃度：FBS を含まない DMEM 培地

で調製したウイルス、１％FBS 添加 DMEM 培

地で調製したウイルス、脱塩カラムで DMEM
を生理食塩水に置換したウイルスで次亜塩素

酸 Na や次亜塩素酸水による不活化効果を調

べた結果、FBS を含まない DMEM 培地で調

製したウイルス、１％FBS 添加 DMEM 培地で

調製したウイルスでは優位差はなく、理論値

20ppm では不活化度が低く、理論値 50ppm
以上で検出限界未満（log10 値で>5.3 の力価

減少）まで不活化され、NITE の報告と一致し

た。一方、FBS を含まない DMEM で調製し

たウイルス液を 100 倍希釈して、次亜塩素酸

ナトリウムの実測値でのウイルス不活化度を検

証した結果、ネココロナウイルスでは、実測値

の残留遊離塩素濃度 0.14ppm で 5 分間以上

の処理で検出限界未満に、0.25ppm 以上で

は 1 分間以上で検出限界未満まで不活化で

きた。一方、SARS-CoV-2 では、実測値の残

留遊離塩素濃度 0.25ppm の 1 分間処理では
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log10 値で 3.6 の力価減少、20 分間で検出限

界未満(>4.1)まで不活化された。 
 また、ウイルス液を Sephadex G25 カラムに

より DMEM から生理食塩水に置換したウイル

スを用い、NITE で報告されたウイルス液:次
亜塩素酸水＝1:19，1分間処理で不活化試験

を行うと、5ppm でも検出限界未満（log10 値

で>5.3 の力価減少）であった。SARS-CoV-2
は唾液や痰などからの飛沫が主な感染源とな

るが、これらにはタンパク質やアミノ酸はあまり

含まれていないため、これらによる汚染部位の

SARS-CoV-2 の不活化は、比較的低濃度の

次亜塩素酸 Na で可能であると考えられた。 
３）SDS による不活化効果： 
 界面活性剤によるウイルスの不活化は、ウイ

ルスが含まれる液中のタンパク質濃度が影響

することがわかっている。タンパク質濃度が高

いと界面活性剤が消費されるからである。そこ

で、特にエンベロープウイルスの不活化効果

の高い SDS による不活化を FBS を含まない

DMEM 培地で調製した SARS-CoV-2 を用い

て調べた。その結果、0,01％SDS では 25℃、

3 分間の処理では不活化効果は５０％程度で

有効ではなかった。0.1％SDS では、99.2％

（log10値で2.1の力価減少）、1％SDSでは、

99.9％（log10値で 2.9 の力価減少）であった。

1％SDS 処理では 100℃、10 分間の処理で

は検出限界未満まで不活化されるという報

告があるが、25℃、3 分間の処理ではかなり

不活化されるが完全には不活化できなかっ

た。 
４）熱不活化と FBS 濃度： 
 FBS を１％、90％含む DMEM 中の

SARS-CoV-2の56℃による熱不活化を比較

検討した結果、いずれも 10 分間処理で 99.8
〜99.9％（log10値で 3 の力価減少）、30 分間

処理ではほぼ検出限界（log10 値で 4 桁以上

の力価減少）まで不活化された。 
 
Ｄ．考察 
 汚染箇所の不活化によく用いられる次亜塩

素酸 Na や次亜塩素酸水による不活化の報告

では、通常のウイルス液を用いて行われている

が、本研究で培地中に含まれるアミノ酸などの

低分子物が残留有利塩素を著しく減少させる

ことがわかった SARS-CoV-2では感染源は主

に感染者からの飛沫に含まれるウイルスで

あることから、飛沫中にはアミノ酸などは

あまり含まれていないことから、これまで

の報告より実際には家内低濃度でも不活化

されることがわかった。不活化試験は実際

の感染源となる状況に近い状態での評価が

必要であると考えられた。また、タンパク質

をほとんど含まないウイルス液の SDS に

よる不活化も室温で短時間では完全には不

活化できなかった。一方、血清の非働化には

56℃、30 分間の熱処理が用いられるが、ウ

イルスによっては血清タンパク質濃度によ

り熱不活化度が異なる場合がある。SARS-
CoV-2 は感染者の１％程しか血清中に検出

されないが、血清の熱不活化では血清タン

パク質濃度にかかわらず、56℃、30 分間の

非働化でほぼ検出限界あるいは検出限界未

満まで不活化されたことから、非働化され

た血清は感染源にはならないと考えられた。 
 
Ｅ．結論 
 各種不活化法とそれに影響する因子を明

らかにした。これらは、汚染除去や感染防御

に有用な情報である。 
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Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 
なし 

2. 学会発表 
なし 

 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
 なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
インフルエンザウイルス、229E, OC43 ヒト・コロナウイルスの不活化条件の検討 

 
研究分担者 西村秀一 国立病院機構仙台医療センター臨床研究部ウイルス疾患研究室長 

 
Ａ．研究目的 
 令和 2 年 1 月末に WHO が国際緊急事態

宣言を出した新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）は、わが国では同年 2 月に

「感染症の予防及び感染症の患者に対する

医療に関する法律（感染症法）」の指定感染

症に指定され、現在も全国で新規感染者の

報告が続いている。感染症の伝播抑制には、

病原体で汚染された器機、環境の消毒・滅菌

を適切かつ迅速に行う必要がある。感染症

法第 27 条及び第 29 条に基づく病原体に汚

染された場所等の消毒・滅菌は、平成 30 年

研究要旨：インフルエンザウイルス、ヒト・コロナウイルス 229E、ヒト・コロナウ

イルス OC43 を実験対象として空間や環境表面を想定した人工環境下で UV 照射や

オゾンガスや二酸化塩素ガス、次亜塩素酸ガスや環境の温度や湿度による不活化条件

を検討した。これらのウイルスは、SARS-CoV-2 に性質の似たエンベロープ RNA ウ

イルスであり、SARS-CoV-2 の代用として BSL2 レベルで使用可能なウイルスであ

る。すでに当研究室で立ち上がっているインフルエンザウイルスの系ならびにコロナ

ウイルス 229E の系で実験をスタートさせ、さらに同じβコロナウイルスに属するコ

ロナウイルス OC43 を高濃度に培養し、感染価を測定する系を作りあげ、それを実験

系に追加した。 
各種波長をもつ紫外線を、環境表面に塗布したウイルスに照射し、ウイルスの失活を

調べた結果、深紫外線領域の光源の中で、従来効果が高いと言われている 254nm よ

りも 275nm に有意に高いウイルス失活効果があることを OC43 で確認した。さらに

コストの低い蛍光管式の波長 254nm の 30W の UV ランプでも空気流調整を組み合

わせることで、低湿度環境下であっても空間に浮遊させたコロナウイルス OC43 を短

時間で失活しうることを確認した。 
空中浮遊インフルエンザウイルスの活性維持に湿度依存性があることを確認した後

に 229E ならびに OC43 ウイルスも同様の性質を持つことを見出した。また空中浮遊

OC43 ウイルスの活性がインフルエンザウイルス同様、低濃度オゾンで低下すること、

さらにそれには湿度依存性があることを見出した。また、低濃度二酸化塩素について

もが空中浮遊ウイルスに対して比較的高い湿度が必要であるという湿度依存性のも

とで不活化効果を持つことを確認した。一方、低濃度次亜塩素酸ガスについても空中

浮遊ウイルスに対する失活効果を認めたが、それには湿度依存性がないことを見出し

た。 
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12 月 27 日付で改訂された「感染症法に基

づく消毒・滅菌の手引き」によって行われ、 
 
COVID-19 へは SARS・MERS の記載が準

用されている。しかし、新型コロナウイルス

（SARS-CoV-2）は他のウイルスと不活化

条件の異なる例が報告されている。 
 COVID-19 の流行は消毒薬需要の急増を

招き、消毒薬の供給不足は社会問題となっ

た。独立行政法人製品評価技術基盤機構

（NITE）は、経済産業省の依頼により消毒

薬の不足に対処するため、専門家による検

討委員会を設置してSARS-CoV-2に汚染さ

れた物の消毒に有効な物資を選定して公表

した。同様の物資の公表は海外でも行われ

ている。ただし、NITE は評価対象物資から

医療機関で通常使用されている物資を除外

したため、未検証の物資が多く残されてい

る。また、市中には SARS-CoV-2 の消毒効

果を検証することなく、その有効性を謳う

物資が出回っている。そこで、本研究は①

SARS-CoV-2 に対する一般的な消毒・滅菌

方法の条件を実験的に明らかにすること。

②マスクや防護服といった個人防護具の再

利用に資する新たな消毒方法を確立するこ

と。そして、それらを基に③SARS-CoV-2 の

消毒・滅菌の手引きを作成することを目的

とする。 
本研究には研究分担者として参加し

SARS-CoV-2 のサロゲートウイルスとして

インフルエンザウイルス、ヒト・コロナウイ

ルス 229E、ヒト・コロナウイルス OC43 を

実験対象として空間や環境表面を想定した

人工環境下で UV 光照射やオゾンガスや二

酸化塩素ガス、次亜塩素酸ガスや環境の温

度や湿度による不活化条件を検討した。 

Ｂ．研究方法 
１．半導体深紫外線 LED の発する波長

222nm、254nm、275nm の３種類の深紫外

線領域の光源を、固体表面上に塗布したコロ

ナウイルス OC43 へ一定時間照射した後、塗

布ウイルスを培養液で洗い出しそのウイルス活

性を測定することで、波長の違いによる不活化

効果の程度を比較した。 
２．２５㎥の密閉空間中に低濃度の二酸化塩

素ガス、オゾンガスならびに次亜塩素酸ガスを

発生させ、その中に環境表面にウイルスを塗

布したものを置き、さらにネブライザーでウイル

スのエアロゾルを発生させ一定時間経過後、

空中浮遊ウイルスをゼラチン膜フィルター上に

回収し、環境表面並びに空中から回収された

ウイルスの活性を定量し、同空間内での不活

化効果の検証を行った。また、その際、空間の

湿度と温度を振ることで、これらの介入におけ

る空間の湿度・温度の影響を調べた。 
（倫理面への配慮） 

特記事項なし 

 
Ｃ．研究結果 
１．３種類の深紫外線領域の波長の中で、従

来効果が高いと言われている 254nm より

も有意に高いウイルス不活化効果が

275nm にあることを確認した。 
２．ウイルスの不活化に高価な LED を大量

に用いることなく空中のウイルスを不活化

する工夫をした結果、コストの低い蛍光管

式の波長 254nm の 30W の UV ランプでも

空気流調整を組み合わせることで、空間に

浮遊させたコロナウイルス OC43 を短時間

で効果的に失活させうることを確認した。 
３．空中浮遊インフルエンザウイルスの活

性維持に湿度依存性があることを確認した
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後に 229E ならびに OC43 ウイルスも同様

の性質を持つことを見出した。 
４．また空中浮遊 OC43 ウイルスの活性が

インフルエンザウイルス同様、低濃度オゾ

ンで低下すること、さらにそれには比較的

高い湿度が必要であるという湿度依存性が

あることを見出した。 
５．低濃度二酸化塩素についてもが空中浮

遊ウイルスに対して湿度依存性に不活化効

果を持つことを確認した。 
６．一方、低濃度次亜塩素酸ガスについても

空中浮遊ウイルスに対する失活効果を認め

たが、それには湿度依存性がないことを見

出した。 
 
Ｄ．考察 
 本研究により得、一般に空間除菌と称され、

商業ベースあるいは企業宣伝ベースで宣伝さ

れる UV 光照射や低濃度のオゾンガスや二酸

化塩素ガス、次亜塩素酸ガスが、環境表面付

着ウイルスや空中浮遊ウイルスに対して実際

に失活効果をもたらすためには、環境の温度

や湿度とその環境下における濃度の維持が大

事であることがわかった。 
単に「使った、ウイルスの不活化があった」と

いうだけの情報に踊らされることなく、それらの

評価においては、その濃度維持や環境等の

使用条件の違いに注意が必要である。 
 
Ｅ．結論 
 各種不活化法とそれに影響する因子を明

らかにした。これらは、汚染除去や感染防御

に有用な情報である。 
 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 

(1) Hasegawa G, Sakai W, Chiaki T, 
Tachibana S, Kakita A, Kato T, 
Nishimura H, Yamakage M. Investigation 
into the efficacy of a novel extubation-
aerosol shield: a cough model study. Infect 
Prev. Pract. 2022. 4(1):100193, 2022. 
(2) Fan Y, Nishimura H et al., Low 
possibility of influenza virus transmission 
via fomites: Laboratory and field studies 
of respiratory masks and environmental 
surfaces. (in submission) 
 
2. 学会発表 
なし 
 
2. 学会発表 
なし 

 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む。） 
１． 発明の名称 ウイルス不活化装置並

びにウイルス不活化装置付き空気処理装置 

共同開発者 ダイニチ工業株式会社 出願

日 R2.12.1 出願 
２． 発明の名称 空気殺菌・ウイルス不活

化装置 
共同開発者 株式会社 AiDeal Tech 出願

日 R3.1.12 出願 R3.7.12 国際特許出願 

R3.11.12 国際特許 19 条補正 
３． 発明の名称 オゾン検知システム及

びオゾン発生器 共同開発者 日本特殊陶

業株式会社   出願日 R3.5.3 出願 
４． 発明の名称 加湿システム、オゾン発

生器、及び加湿方法 共同開発者 日本特

殊陶業株式会社    
出願日 R3.5.3 出願 
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５．発明の名称 評価システム、オゾン発生

器、加湿器、電子看板システム、及び情報提

供システム 共同開発者 日本特殊陶業株

式会社 R3.5.31 出願  
６.  発明の名称  空気殺菌・ウイルス不

活性化装置共同開発者 株式会社 AiDeal 
Tech R3.5.31 出願【発明 2 関連の新規出願】 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
各種ウイルスに対する不活化効果検証法の確立に関する研究 

 
研究分担者 早坂大輔 国立大学法人山口大学共同獣医学部・教授 

 
Ａ．研究目的 
 新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）をは

じめとする数種の病原性ウイルスについて、

「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」に

収載されていない消毒・滅菌方法の追加に

必要な情報を得ることを目的とし、新型コ

ロナウイルスに対する不活化効果検証法の

確立と条件に応じた不活化効果検証を行っ

た。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 新型コロナウイルスに対する紫外線の不

活化効果検証 
SARS-CoV-2(2019-nCoV/Japan/AI/I-
004/2020)ウイルス液 10ml を準備し、LED ラ

ンプ（265nm、280nm）および紫外線水銀ラン

プ(254nm)を用いて、紫外線を一定時間間隔

で照射後、VeroE6/TMPRSS2 細胞を用い

たプラーク法によりウイルスタイターを測定した。 
 

2. 新型コロナウイルスに対する石鹸の不活

化効果検証 
濃度を段階的に希釈した市販石鹸サンプル

（ 牛 乳 石 鹸 社 製 ミ ル キ ィボ デ ィソ ー プ ） と

SARS-CoV-2 ウイルス液を 9:1 の割合で混合

し、1 分後にサンプル中のウイルスタイターを

プラーク法により測定した。 
 
3. 新型コロナウイルスに対する漆喰シート

製品の不活化効果検証 
 漆喰成分を含むシート製品（株式会社トクヤ

マ製品）の 1cm 径試験片に、新型コロナウイ

ルスのウイルス液 50μl を 10 分間接触後、ウ

イルスタイターをプラーク法より測定した。 
 
4. 新型コロナウイルスに対する酸の不活化

効果検証 
 酢酸、クエン酸、シュウ酸を、水酸化ナトリウ

ムを用いて pH2、pH4、pH6 に調整し、新型

コロナウイルスのウイルス液と 9:1 の割合で混

研究要旨 
本研究では、新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に対する 265nm 深紫外 LED ラ

ンプ、石鹸、漆喰シート、各種弱酸（酢酸、クエン酸、シュウ酸）による不活化効果

の検証を行った。その結果、LED ランプを用いた 265nm 深紫外照射は 254nm 水銀

ランプと同程度の不活化効果を示すこと、市販石鹸は 1％濃度 1 分後でも不活化効果

がみられること、漆喰成分を含むシート製品に接触 10 分間で検出限界以下まで不活

化効果がみられること、pH2 および pH4 の酢酸水溶液および pH2 のクエン酸水溶

液で検出限界以下まで不活化効果がみられることが示され、それぞれの条件による

不活化条件が示された。 
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合し、1 分後のウイルスタイターをプラーク法に

より測定した。なお、各種酸水溶液とウイルス

液となる細胞培養液との混合により pH に変化

がないことは確認している。 
（倫理面への配慮） 

特記事項なし 

 
Ｃ．研究結果 
1. 新型コロナウイルスに対する紫外線の不

活化効果検証 
265nmLEDランプ照射は5.1mJ/cm2 (24秒

照射)で 99.9％以上の減少を示し、254nm 水

銀ランプ照射と同程度の不活化効果を示した。

また、265nmLED ランプ照射においても、

7.5mJ/cm2（45 秒照射）で 99.8%以上の減少

が示され、265nm および 280nm ランプによ

る不活化効果が確認された（図 1）。 
 

図1 紫外線照射後のウイルスタイター減少度 

 
2. 新型コロナウイルスに対する市販石鹸の

不活化効果検証 
培養細胞に対する石鹸液の細胞毒性のため、

高い濃度だと検出限界高くなってしまうが、

1％希釈石鹸以上の濃度で、99.97％以上の不

活化効果が示され、石鹸液による新型コロナ

ウイルスに対する不活化効果が確認された

（図 2）。 
 

図 2 石鹸液混合後のウイルスタイター 

 
3. 新型コロナウイルスに対する漆喰シート

製品の不活化効果検証 
コントロールに比較し、シート接触後では

ウイルスタイターが検出限界以下となり、

99.98%以上の減少が確認された（図 3）。 
 

図 3 漆喰シート接触後のウイルスタイター 

 

 

4. 新型コロナウイルスに対する酸の不活化

効果検証 
 pH2 において、酢酸、クエン酸では検出限

界以下まで不活化がみられたが、シュウ酸で
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はウイルスタイターの顕著な減少がみられな

かった。pH4 では、酢酸の不活化効果がみら

れたが、クエン酸、シュウ酸ではみられなか

った。一方、pH6 では、いずれの酸も不活化

効果が確認されなかった（図 4）。 
 
図 4 各酸との混合後のウイルスタイター 

 
Ｄ．考察 
紫外線によるウイルス不活化は有効な手

段だが、一般的に用いられる水銀ランプは、

水銀を用いることから環境への影響の懸念

がある。そこで水銀を使用しない LED ラン

プの有用性が注目されている。本研究によ

り波長 265nm 深紫外 LED が、254nm 水

銀ランプと同程度の不活化効果が示された

ことで、安全キャビネットや紫外線滅菌装

置等における LED ランプ利用の根拠とな

る情報提供となった。今後、より実生活に近

い状況での検証として、唾液、体液等中のウ

イルスに対する効果、空間中のウイルスに

対する効果、人体への害が少ない UV-A 等

のより波長の長い紫外線の効果、新型コロ

ナウイルス以外のウイルスに対する効果な

どの検証が有用と考えられた。 

石鹸の検証において、実際の手洗い等では

洗い流す効果が大きいが、家庭等で一般的

に使用される石鹸の新型コロナウイルスに

対する不活化効果が実験的に示されたこと

から、同様の製品を含む石鹸の利用による

有効性を示す情報提供となった。今後は、泡

状にした時の効果、唾液、体液等中のウイル

スに対する効果などの検証が有用と考えら

れる。 
シート状製品のウイルス不活化効果検証

には、抗菌性試験（ISO22196）をウイルス

に置き換えた評価試験（ISO21702）が知ら

れている。しかしながら、抗菌性とウイルス

不活化では意味が大きく異なるため、本研

究による漆喰シートの検証においては、よ

り実生活に近い状況を想定した上で、

ISO21702 にくらべ、少ないウイルス量、数

分間の接触、自然乾燥も含む条件等を含め

た方法を用いて検証を行い、漆喰シートの

ウイルス不活化に対する有効性を示した。

したがって、ISO21702 の方法に限らない

シート状の抗ウイルス効果検証の方法も示

した情報提供となった。 
弱酸（酢酸、クエン酸、シュウ酸）を用い

たウイルス不活化検証の結果、酸の種類と

pH に依存した新型コロナウイルスに対す

る不活化効果が確認された。しかしながら、

興味深いことに、同じ pH でも酸の種類に

より効果が違うことが確認され、酢酸では

効果が期待できるが、シュウ酸では効果が

期待できないことが示唆された。酸による

効果の違いは、単に pH ではなく、エンベ

ロープを構成する脂質への浸透性やウイル

スの構造タンパク質への変性効果に違いが

あることが示唆され、今後の解析が有用と

考えられた。 
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Ｅ．結論 
 本研究により、新型コロナウイルスに対

する 265nm 深紫外 LED による不活化効果、

市販石鹸による不活化効果、漆喰シート製

品による不活化効果、酢酸、クエン酸による

不活化効果が確認され、新型コロナウイル

スの不活化法に関する新たな知見が得られ

た。 
 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 
Shimoda H, Matsuda J, Iwasaki T, 
Hayasaka D*. Efficacy of 265-nm 
ultraviolet light in inactivating infectious 
SARS-CoV-2. Journal of Photochem 
Photobiol. 2021, 7, 100050. 
 
2. 学会発表 
  該当なし 
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
１. 特許取得 
  該当なし 
２. 実用新案登録 
  該当なし 
３. その他 
  該当なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

 （分担）研究年度終了報告書 
 

       新型コロナウイルス等の消毒・滅菌法に関する文献等調査 
 
       研究分担者 黒崎 陽平 長崎大学高度感染症研究センター・准教授 

 
Ａ．研究目的 

令和 2 年 1 月末に WHO が国際緊急事態宣

言を出した新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）は、令和 2 年 1 月以降、わが

国でも全国的な新規感染者の報告が続いて

いる。COVID-19 パンデミックは、我が国に

おいても医療機関のみならず、市中におい

ても消毒薬の深刻な供給不足が生じ、消毒

剤の有効性を謳う物資の情報氾濫をも引き

起こした。今回直面した公衆衛生上の非常

事態時における消毒薬の供給不足を省み、

「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き（以

降、手引き）」に収載されていない消毒・滅

菌方法の追加が必要である。現行版の改訂

に向け、新型コロナウイルスに限らず他の

感染症を引き起こす病原体にも有効な消

毒・滅菌法に関する国内外の文献調査を行

い、改訂に必要な情報整理、改訂要件の提案

行うことを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

WHO 等海外機関が公開する実験室バイオ

セーフティ指針に記載される消毒・滅菌法

に関する情報を収集し、消毒・滅菌に関する

記載項目の要点を整理した。 

高病原性ウイルスを対象とした消毒・滅

菌法に関する学術論文を収集し、国内にお

ける実用性について評価した。 

米国および欧州の製品認証機関から提供

される COVID-19 に対して有効な消毒剤に

関する情報について、対象機関のホームペ

ージやウェブ等より情報収集を行った。 

(倫理面への配慮) 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

WHO 実験室バイオセーフティマニュアル

の改訂版が 2020 年 12 月に第 4 版として公

開された。第 3 版から構成が大幅に改訂さ

れ、消毒・滅菌に関する附属書(Monograph)

「Decontamination and Waste Management」

が新たに設けられた。四級アンモニウム化

合物に関して、病原体に対する作用スペク

トルは狭いものの、安定性が高く、材質への

腐食性、呼吸器への刺激性が低い等の特性

から、エンベロープウイルスが主に含まれ

る試料の消毒には最良である可能性が記述

された。一方、効果を減弱させる要因とし

研究要旨 

「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」の改訂に向け、新型コロナウイルス

(SARS-CoV-2)に限らす他の感染症にも有効な消毒・滅菌法に関する国内外の文

献調査を行った。WHO 実験室バイオセーフティマニュアル改訂版の記載項目を

整理した。また、高病原性ウイルス取り扱い実験室で利用される消毒剤に関す

る情報収集を行うとともに、国内利用における課題点を明らかにした。 
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て、有機物や成分を吸着する繊維素材など

が指摘され,エンベロープウイルスに対す

る消毒効果の評価においては懸念すべき点

と考えられた。 

高病原性ウイルスを取り扱うスーツ型バ

イオセーフティレベル-4(BSL-4)実験室で

は陽圧防護服や実験室内の除染用として四

級アンモニウム消毒剤が使用されている。

各国 BSL-4 施設で使用されている消毒製剤

について、公開文書、文献を用いて調査し

た。最も多くの国で利用される製剤

MicroChem Plus(米国 National Chemical 

Laboratories社製) について国内利用の可

能性を調べたところ、安定的な輸入ルート

が限定されていること、製剤の添加剤とし

て利用される界面活性剤が内分泌かく乱物

質と類似構造を持つことからその環境負荷

が懸念されることが明らかになった。国内

スーツ型 BSL-4 施設における消毒製剤につ

いて、安定した供給が確保され、環境負荷の

少ない消毒剤を検索する必要があると考え

られた。 

また、米国および欧州の公的機関から提

供されている COVID-19 に対して有効な消

毒剤の情報提供の内容について調べた。米

国 で は 、 環 境 保 護 庁 （ Environment 

Protection Agency, EPA）より SARS-CoV-2

に対して有望な市販品 573 品目（2021 年 9

月時点）が公表されており、有効成分では

QAC が最も多く、塩素系、および過酸化水素

を含め全体の8割を占めた。またEPAでは、

COVID-19 以前より結核、MRSA、B 型・C型肝

炎、鳥インフルエンザ等感染症について、消

毒剤を迅速に市場に供給できるよう有効性

が期待できる市販品をリスト化し、公表し

ていた。EU では、ECHA(European Chemicals 

Agency)が、ユーロ圏の国及びメーカーが

SARS-CoV-2 に有効な消毒剤を市場に迅速に

投入できるようにするため、有効成分（化学

物質）レベルでの有効性の承認、審査を実施

しており、それらのリストが随時公表され

ている。有効成分を含む各消毒剤製品の承

認は各国機関に委ねられていた。 

 

Ｄ．考察 

「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」

現行版は、1-5類感染症を起こす病原体毎に

有効な消毒剤成分、濃度、および一部市販製

品名が記載されているが、WHO等の最新のガ

イドラインを下に、実験室等での実際の使

用状況も考慮した記述方法も必要である。

今回調査した諸外国の消毒剤に関する公表

内容は、有効性が期待される成分や市販製

品を広くリスト化するなど、一般消費者に

も近い、具体的な情報であった。手引きの改

訂内容を具体化する際に、諸外国の記述事

例、情報提供の形態を参考にすることがで

きると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

WHO 実験室マニュアルの改訂内容を踏まえ

た「感染症法に基づく消毒・滅菌の手引き」

の改訂が必要であり、その情報提供のあり

方については更なる検討を要する。また

SARS-CoV-2 を含む高病原性ウイルス等に対

する実験室における消毒製剤については、

安定的な供給網の確保や環境負荷も考慮し

選定する必要がある。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 
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Ｇ．研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2.  学会発表 

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 

3.その他 

なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
 

個人防護具の再利用を可能にする新たな消毒方法の確立に関する研究 
 

研究分担者 河合 康洋 国立感染症研究所安全実験管理部第一室長 
 

研究要旨 
令和 2 年 1 月末に WHO が国際緊急事態宣言を出した新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）は、わが国では同年 2 月に感染症法の指定感染症に指定され、現

在も全国で新規感染者の報告が続いている。COVID−19 に対する感染対策の一つ

に個人防護具があるが、流行によって供給不足に陥り社会問題となった。本研究

では再利用を目的とした新たな個人防護具の消毒方法として、過酸化水素蒸気を

含む候補物資について不活化条件（濃度、処理時間等）を検討した。その結果、

今回用いた除染方法による個人防護具の再利用が可能であることが示された。ま

た、実際のウイルスを用いた実証実験方法も確立できた。今後は、今回確立した

実証実験方法を用いて候補物質をさらに検討するとともに、様々な個人防護具に

適用の範囲を広げる必要がある。 

A. 研究目的 
 本研究では再利用を目的とした新たな個

人防護具の消毒方法として、過酸化水素蒸

気、その他候補物資について不活化条件（濃

度、処理時間等）を検討する。また、製造メ

イカー毎に素材、形状が異なるため、複数の

製品を用いて不活化条件、および処理後の

残留について検証した。また、新型コロナウ

イルス等の病原体に対する効果を検証する

方法も策定した。 
 
B. 研究方法 
本研究に用いた除染装置は、過酸化水素蒸

気発生源としてミストジェネレーター(AG-
5 Generation Unit)を用い、密閉容器(MC４

０H)に注入した。暴露後、濾過フィルター

を用いてクリーンエアーだけを循環させて

濃度を低下させた。本除染装置を用いて、

種々の濃度の過酸化水素原液(3.75、7.5、お

よび 30%)を用いてミスト発生時の庫内濃

度をそれぞれ 25、70、および 100ppm に設

定し、様々な暴露時間(15、30、60、および

120 分)による除染効果を検討した。チャン

バー内の過酸化水素濃度はセンサーモジュ

ール（型式：00-1169）を用いて測定し、除

染の効果については、バイオロジカルイン

ジケータ(ACE test H3726-2)、およびケミ

カルインジケータ(Seal Sure ケミカルイン

ジケータ)を用いて判定を行った。また、本

研究には N95 規格のマスク、および DS２
規格のマスクを用いて除染条件を検討した。

マスクへの残留過酸化水素濃度は、種々の

換気時間後(24、36、48、60 時間)にパック

テスト(WAK-H２O２)用いて計測を行った。
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各試験は３回以上実施した。 
病原体を用いた実証実験には、SARS-CoV-

2 のウイルス株として中国武漢由来株 
(WK-521)を使用した。ウイルス株は 2%ウ

シ胎仔血清含有ダルベッコ改変イーグル培

地  (2% FBS-DMEM) に て 1 × 105 
TCID50/mL とし、これをポリスチレン製 24
穴細胞培養プレートに予め配置した種々の

N95 規格のマスクを切り取った小片上に 5 
µL ずつ接種した。2% FBS-DMEM 500 µL
で接種後乾燥したウイルス液を回収し、希

釈後 TMPRSS2 発現Vero E6 細胞に接種し

てウイルス価を測定した。 
 

（倫理面への配慮） 
特記事項なし 
 
C. 研究結果 
種々の濃度の過酸化水素蒸気の発生源濃

度を検討した結果、7.5％、および 30％溶液

を用いた際に除染効果が認められたが、

3.75%溶液使用時では今回試験した暴露時

間内に安定した除染効果が得られなかった。

また、発生原液 7.5％、および 30％を用い

た際、それぞれ 30 分、および 15 分以上の

暴露時間で除染効果が認められた。 
次に除染が認められた条件（過酸化水素濃

度 7.5%、暴露時間 30 分）で処理後の種々

の換気時間による残留過酸化水素の残留濃

度を各種マスクにおいて検証した。その結

果、マスクによって減衰に差は認められた

が、48 時間換気後には残留過酸化水素濃度

が 1ppm 以下に減衰していた。 
 

D. 考察・結論 
今回行った除染方法によるマスクの再利

用が可能なことが明らかとなった。また、

種々のN95マスク上でのウイルス検出が可

能であったことから、実際のウイルスを用

いた実証実験の検証方法も確立した。 
今後は、今回確立した検証方法を用い、そ

の他の薬剤（過酢酸ナトリウム、二酸化塩

素）や、マスク以外の個人防護具においても

試験を実施し、幅広い分野において適応で

きるか検証する必要がある。 
 
E. 研究発表 
 なし 
 
F. 知的財産権の出願・登録状況 
なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
新型コロナウイルスの不活性化評価系の改良と有効物資探索に関する研究 

 
研究分担者 高木 弘隆 国立感染症研究所安全実験管理部主任研究官 

 
Ａ．研究目的 
 2009 年より感染が拡大し、現在も全世界

的に感染の拡大・縮小、および変異株の出現

を繰り返している新型コロナウイルス感染

症(COVID-19)はワクチン接種が進んでい

る現在でも、その勢いはとどまらない。また

ワクチンによる獲得免疫をかいくぐるかの

ごとく、変異株が出現し、現時点で主流とな

っているオミクロン株はこれまで感染・発

症に至りにくいとされていた 12 歳以下の

年齢層でも感染するようになり、これを発

端する家庭内感染数が増加している。この

ようにワクチン接種率の伸び悩みや治療薬

の普及がままならない状況において、これ

までの感染対策の継続と徹底はもちろんで

あるが、より効率的かつ実効性の高い方法

は渇望されている。そうした状況を鑑み、新

型コロナウイルス(nCoV)に対し、①口腔ケ

アや咽頭の消毒に使用されている塩化セチ

ルピリジニウム(CPC)、②紫外線 UV-C に

対する感受性、および③ヒト唾液に nCoV
を含有させての基本消毒剤の効果、につい

て検討することとした。 
 
Ｂ．研究方法 
(1)塩化セチルピリジニウム(CPC)による

nCoV 不活性化の検討 

 CPC は咽頭うがい液、マウスウォッシュ、

歯磨き剤や薬用ドロップなど含まれており、

主に口腔内の殺菌を目的とした医薬品とし

て使用されている。本剤は陽イオン界面活

性剤であるため、塩化ベンザルコニウム

(BZC)や塩化ベンゼトニウム(BZN)と同様

に新型コロナウイルスに対する不活性化効

果が期待できる。 

 一方、含有量から想定される CPC 濃度は

25-50ppm と低濃度であるため、この濃度範

囲をカバーする濃度-時間での感染価減衰

研究要旨 
未だ感染拡大の周期を頻繁に繰り返す新型コロナウイルス感染症の感染制御の一

環として、現状に即した実効性の高い制御手法の検討を行った。口腔ケア用品や薬用

トローチなどに含有される塩化セチルピリジニウム(CPC)25-100ppm による新型コ

ロナウイルス(nCoV)の不活性化は緩やかではあるが経時的感染価減衰が認められ

た。紫外線 UV-C 照射による CoV の感受性はαCoV とβCoV で大きな差異が認め

ら、βCoV である nCoV は感受性が非常に高かった。ヒト唾液に nCoV を加えた試

料に対し、エタノール(EtOH)、次亜塩素酸ナトリウム(NaClO)および塩化ベンザル

コニウム(BZC)による経時的感染価減衰を検討したところ、いずれも速やかに減衰

し、20-40 秒で 99.8-99.999％の減衰率を示した。 
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の検証が必要となる。また構造式において

も BZC や BZN とかなり異なる(図 1)ため、

吸着レジンの選定も必要と考えられた。 

 

図 1. 各種陽イオン界面活性剤の構造式 
CPC 

 
 
BZC 

 
 
BZN 

 
 

 今回①CPC 除去用吸着レジン選定とそれ

に伴う試験プロトコールの見直し、②見直

したプロトコールに基づき、CPC25-100ppm

での新型コロナウイルス感染価減衰 time-

course を検証した。 

 CPC 原体は東京化成工業より入手

(A5161)し、精製水にて 2%w/v に調製後φ

0.2μm フィルターにてろ過滅菌したものを

test-stock とした。使用時にこれを滅菌水で

希釈して必要な濃度に再調製した。選定用

吸着レジンは SM-2(BIORAD)、SP-850、HP-

20(DIAION) 、 XAD-7,-18,-1180 、 FPX66 

(Amberlite)の 7 種類を用い、各レジン bed-

volume 100μL に CPC 溶液(250-1000ppm)30

μL と 5%FBS 含有 DMEM180μL を混合し

たものを加えて混合して 5 分静置後、陽イ

オン界面活性剤検出試験紙 (QC-1001、

MICRO ESSENTIAL Lab)に上清を滴下しそ

の黄→緑への変色が最も生じにくいもの検

索した。 

供試 nCoV は SARS-CoV-2_#521(Wuhan)と

し、1.6×107 TCID50/50μL に調製し、CPC

との反応比は 1:9、吸着レジンは先に選定し

たものを用い、NITE 報告の既報となってい

るプロトコールに従い実施した。 

(2)紫外線 UV-C に対するコロナウイルスの

感受性の検討 

実験動物への免疫用不活化全粒子抗原を作

成する上で有効とされる紫外線(UV-C)照射

について、αコロナウイルスとして豚伝染

性胃腸炎ウイルス(TGEV)とβコロナウイ

ルスである SARS-CoV-2 について、感受性

比較を行った。 

 供試 CoV 及び培養細胞は TGEV 弱毒 h-5

株/ST 細胞、SARS-CoV-2_#521(Wuhan)/E6･

TMPRSS2 細胞とし、照射装置は SUV-6(ア

ズワン、λ254nm；6W×1)および CL-206(コ

スモバイオ、λ254nm；6W×2)を用いた。氷

冷下のアルミブロック上で 0.2mL チューブ

に各々のウイルス液 60μL ずつ分注し、安

全キャビネット内にて、紫外線強度 0.8 な

いし 1.5mW/cm2 で照射した。経時的にチュ

ーブを回収し、マイクロプレート/end-point 

assay により、各々の感染力価を算出した。 

 

(3)ヒト唾液中 nCoV に対する基本的な消毒

による不活性化検討 
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 nCoV の重要な感染源のひとつとして、ウ

イルスが含まれる唾液飛沫が挙げられる。

特に飲食業界や家庭内における感染制御対

策として、こうした飛沫の消毒は重要であ

るが、これまでヒト唾液を素材とした消毒

効果の検証はされていない。今回ヒトプー

ル唾液に nCoV をスパイクした試料を作成

し、60%v/v エタノール(EtOH)、136ppm 次

亜塩素酸ナトリウムおよび 0.05% BZC によ

る不活性効果を検討した。 

 供試 nCoV 及び培養細胞は SARS-CoV-2 

_#521(Wuhan)/E6･TMPRSS2 細胞とし、ヒト

プール唾液は Normal Saliva pooled Human 

Donors(LEE BIOSOLUTIONS；コスモバイ

オ)を購入して使用した(以降 プール唾液)。

プール唾液は解凍して数日冷蔵静置後、

PCR によるマイコプラズマ陰性を確認して、

φ0.2μｍフィルターにてろ過滅菌した。プ

ール唾液：ウイルス液を 9：1で混合し、nCoV

含有プール唾液を作成した(以降 nCoV 唾

液)。この唾液サンプルに EtOH 及び NaClO

は混合比(nCoV 唾液：薬剤)1：9 で、BZC は

混合比 1：1 で反応させ、NITE 報告の既報

となっているプロトコールに従い経時的感

染価減衰を検討した。 

(倫理面への配慮) 

該当なし 

 
Ｃ．研究結果 
(1)CPC による nCoV 不活性化効果 
 吸着レジン選定により FPX-66 が CPC 吸

着に優れていることが示され、プロトコール

に採用した。感染価減衰 time-course 試験に

おいて、CPC-100ppmでは反応後10分、CPC-
50ppm では 20 分で 4log10 TCID50以上の減

衰を示し、検出限界以下となった。25ppm で

は緩やかな減衰を示し、最長 30 分の反応でも

2log10 TCID50の減衰に止まった(図 2)。 
 
図 2. CPC による SARS-CoV-2 感染価減衰 
(濃度×時間) 

 

 ここで break-point を 2log10 減衰(99%減

衰)とした場合、100ppm では 5 分、50ppm で

は 10 分となり、一般的な使用方法・濃度を鑑

み た 場 合 、 こ れ ま で BZC や BZN 
0.05%(500ppm)でみられたような即応性は認

められなかった。 
(2)紫外線 UV-C に対する CoV 感受性 
 紫外線強度と照射時間から joule 換算を行

い、感染価減衰グラフを作成した(図 3a、3b)。 
 
図 3a. TGEV(αCoV)の UV-C 感受性 
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図 3b. SARS-CoV-2(βCoV)の UV-C 感受性 

 

グラフからも明らかに nCoV のほうが感受性

が非常に高いことがわかる。さらに各ウイル

ス 1TCID50を不活性化するのに必要なエネル

ギー量(J/cm2)を計算すると、TGEV で 9.59
× 10-7 、 nCoV で≦ 1.13× 10-7 となり、

TGEV(αCoV)のほうが8.5倍以上のエネルギ

ーを要することが示された。 
(3)nCoV 唾液の基本消毒剤による不活性化 
 60%v/v EtOH、136ppm NaClO、および

0.05% BZCによる唾液中nCoVの不活性化に

ついて、唾液を PBS(-)とした control と比較

したところ、60%v/v EtOH で反応 20 秒後で

のみ感染価減衰にバラツキが認められたもの

の、それ以上の反応時間では速やかに検出限

界(0.42log10)以下となった（図 4a、4b）。
NaClO（図 5a、5b）と BZC（図 6a、6b）で

は反応 20 秒後に速やかに検出限界(NaClO：

0.42log10、BZC：1.27log10)以下となり、

control との差異も認められなかった(図 6a、
6b、6c)。nCoV 唾液における感染価減衰率は

初発ウイルス力価が低下した BZC で 99.8%
以上/20 秒、NaClO で 99.996％以上/20 秒、

EtOH では 99.999％以上/40 秒となった。 

図 4a. 60%v/v EtOH による nCoV 唾液の感

染価減衰 

 
図4b. 60%v/v EtOHによるnCoV含有PBS(-)
の感染価減衰(control) 

 
図 5a. 60%v/v EtOH による nCoV 唾液の感

染価減衰 
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図5b. 60%v/v EtOHによるnCoV含有PBS(-)
の感染価減衰(control) 

 
図 6a. 0.05％ BZC による nCoV 唾液の感染

価減衰 

 
図 6b. 0.05％ BZC による nCoV 含有 PBS(-)
の感染価減衰(control) 

 

D. 考察 
(1)CPC の nCoV 不活性化効果については、大

学や受託試験機関からの報告が散見されるが、

いずれも口腔ケアや咽頭消毒に用いられる濃

度の 5 倍から 10 倍程度の濃度によるものが

ほとんどであった。今回より実効性の高い手

法として検証したところ、即応性はないもの

の一定の不活性化効果が認められている。医

療従事者や介護従事者、また家庭内でのケア

など、コンタクトリスクの高い状況下で対応

にあたる方々にとっては、一定の頻度での口

腔すすぎや CPC 含有薬用トローチの活用な

どでリスク低減につながる可能性が考えられ

る。 
(2)紫外線による不活性化についても、様々な

報告が散見されるが、照射条件が明確でない

ケースや特定のデバイスによる広告的な報告

も少なくない。また今回αCoV とβCoV とで

感受性に大きな差異があることも確認されて

おり、当該手法による消毒などに当たる場合

は、紫外線強度管理や対象物資の特性などを

踏まえ、かつ、これからも出現するであろう

変異株での感受性についてなど、バリデーシ

ョンに必要なバックグラウンドデータの蓄積

が必要と考える。 
(3)nCoV 唾液の化学的不活性化については、

血清や培地でみられるクエンチング成分など

の影響は認められず、反応後速やかに不活性

化されることが示された。エタノール製剤で

のふき取りが困難なアクリル板(頻回で曇り

が生じる)などの除染については、製剤の選択

肢が増えたといってもよいであろう。NaClO
については培養上清を試料とした不活性化検

討の結果よりも、低濃度で速やかに感染価減

衰することが確認されたが、飲食業などでの

除染では食品由来有機物も考慮し、複数回の
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清拭での対応が望ましい。また BZC などは消

臭剤にも含有されていることが多く、構造的

にも安定なため、事前塗布によるコーティン

グでの感染価減衰およびリスク低減が期待で

きるかもしれない。 
 
Ｅ．結論 
 今回検証した新たな製剤として、CPC は

医療・介護従事者や家庭内における感染制

御の一助になる可能性が示唆された。また

紫外線 UV-C については nCoV での高い感

受性が認められたものの、使用時のバリデ

ーションにおける継続的なデータ収集の必

要性が考えられた。そしてヒト唾液中の

nCoV については、従来使用されている基

本的な消毒剤で速やかに不活性化されるこ

とが確認できた。 
 
Ｆ．研究発表 
なし 

 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
なし 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
新型コロナウイルスとインフルエンザウイルスに有効な消毒法に関する研究 

 
研究分担者 伊木 繁雄 国立感染症研究所安全実験管理部主任研究官 
研究協力者 髙木 弘隆 国立感染症研究所安全実験管理部主任研究官 
研究協力者 牛村 英里 国立感染症研究所安全実験管理部技術補助員 

 
Ａ．研究目的                            
インフルエンザはわが国では毎年冬季に流行

し、高齢者では肺炎による死亡例も多い。今後、

冬季における COVID-19 とインフルエンザの

混合流行が懸念されているが、医療現場はもと

より介護施設や学校、飲食店、商業施設など人

が多く集まる場所のほか、一般家庭においても

継続的に消毒の徹底が図られることは言うまで

もない。同一空間にCOVID-19とインフルエン

ザ両方の患者が共存する場面も増えることが見

込まれることから、いずれのウイルスに対して

も有効な消毒薬の需要が高まることが予想され

る。現在、新型コロナウイルス（SARS-CoV-
2）への有効性を謳った多くの薬剤が紹介され

ている。しかし、薬剤の種類は非常に多く複雑

であるため、適切な手順を把握していなけれ

ば消毒効果が期待できなくなるばかりでな

く、ケミカルハザードの原因ともなり得る。 
本研究では、SARS-CoV-2 とインフルエン

ザウイルスの両方に対し同時に効果を発揮

できる消毒薬の種類・濃度・時間について検

証し、正確な情報を普及させることを目的

とした。 
 
Ｂ．研究方法 
加速化過酸化水素には、A: オキシヴィル

ファイブ（C×S（株）、有効濃度 4.25%）、B: 
オキシヴィルTb（C×S（株）、有効濃度0.5%）

及び C: オキシライト PRO（（株）カイコー

研究要旨 

新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に対する消毒効果が報告されている市販の化

学物質（加速化過酸化水素を含む市販の除菌剤３種類及び界面活性剤４種類：0.1%
直鎖アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウム、0.0125%ヘキサデシルピリジニウムク

ロリド、0.05%塩化ベンゼトニウム及び 0.05%ドミフェン臭化物）について、加速化

過酸化水素についてはメーカー推奨濃度で、界面活性剤については SARS-CoV-2 の

不活化に有効とされる濃度において季節性インフルエンザウイルス（A/H1N1 型、

A/H3N2 型及び B 型）に対する不活化効果を検討したところ、加速化過酸化水素を

含む除菌剤 3 剤及び 0.1%直鎖アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウムの４剤につい

ては 3 種類の季節性インフルエンザウイルスに対し十分な不活化効果も備えている

可能性を見出だした。また、同一の薬剤・濃度であってもウイルスの型・亜型により

有効性が異なることが確認された。 
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ポレーション、有効濃度 0.5%）を用いた。

これらはいずれも製品使用時のメーカー推

奨濃度である。また A については、濃度を

他の 2 剤に合わせ 0.5%となるよう希釈し

た溶液も用いて比較した。 
界面活性剤には、D: 0.1%直鎖アルキルベ

ンゼンスルホン酸ナトリウム（富士フイル

ム和光純薬）1)、E: 0.0125%ヘキサデシルピ

リジニウムクロリド（富士フイルム和光純

薬）2)、F: 0.05%塩化ベンゼトニウム（富士

フイルム和光純薬）1)及び G: 0.05%ドミフ

ェン臭化物（SIGMA）を用いた。これらに

ついては、粉末試薬を各濃度になるよう超

純水にて調製し、これを基準濃度とした。な

お、各薬剤について 5 倍濃度の溶液も同様

に調製して有効性を比較した。 
各薬剤と 1 × 108～2 × 109/mL TCID50の

インフルエンザウイルス（AH1 型(A/New 
Caledonia/20/99(H1N1)) 、 AH3 型

(A/Panama/2007/99(H3N2))または B 型

(B/Shangdong/7/97)）を80µLずつ混合し、

室温にて一定時間（A は 3 分以上、B 及び

C は 1 分以上、D 及び F は 1 分、E は 5 分）

放置後、界面活性剤 4 種については 160mg
のバイオビーズ SM-2（Bio-Rad）にて 5 分

間処理して界面活性剤を除去した。ウイル

スと薬剤の混合液はその後直ちに PBS(-)に
て 10 倍階段希釈し、96 well プレート上の

MDCK 細胞に 20µL / well 接種後、37℃で

30 分間吸着させた。吸着後は混合液を取り

除き、100µL / well の PBS(-)にて２回洗浄

し、0.05%アセチルトリプシンを含む E-
MEM（ウイルス増殖培地）にて 4～6 日間

培養した。陽性コントロール（PC）につい

ては、ウイルス液を薬剤と混合する際 2 倍

に希釈されることから、希釈倍数100のwell

に接種されるウイルス濃度が原液の 1/2 と

なるよう PBS(-)にて調製した。各々1 希釈

倍数につき 4 well 使用した。 
薬剤のインフルエンザウイルス不活化効

果については、まず毒性の有無を目視にて

判定した。なお、毒性の程度と毒性を呈する

際の細胞の形状については、同濃度の薬剤

のみで細胞を処理した場合と比較し判定し

た。続いて上清を除去後 100µL / well の

PBS(-)にて２回洗浄し、4%パラホルムアル

デヒド溶液にて細胞を固定した。プレート

に残った細胞をメチレンブルーにて染色し、

以下の式から TCID50 を求め、1mL あたり

の単位に換算した。PC についても同様に

TCID50を算出した。 
TCID50 = (1 列目の希釈倍率) × (希釈倍率)Σ-0.5 
Σ=各希釈段階における(変性 50％以上の well
数)/(検体数)の総和 
各薬剤の有効性については、以下の式よ

り算出した。 
有効性 =（ウイルス力価）/（薬剤処理した際

の TCID50（または細胞毒性）） 
 
（倫理面への配慮） 
 なし 
 
Ｃ．研究結果 
加速化過酸化水素は細胞毒性が強く、A

では希釈倍数 2 × 103 まで、B 及び C では

2 × 102まで毒性が見られた。この毒性はウ

イルスの細胞吸着に必要な 30 分間の接触

に対する結果であるが、7 日間接触させた

場合も結果は変わらなかった。A の濃度を

0.5%となるよう希釈すると、毒性は 2 × 102

に低下した。加速化過酸化水素を含む各薬

剤は界面活性剤を含むが、界面活性剤除去
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剤で処理しても毒性に変化は見られなかっ

た。この結果から、加速化過酸化水素に含ま

れる界面活性剤の毒性はわずかであり、観

察された毒性のほとんどは加速化過酸化水

素によるものと判断した。このため加速化

過酸化水素の SM-2 処理は行わず、細胞接

種終了後混合液を除去するまで薬剤効果が

持続している可能性がある。したがって、A
～C の処理時間は所定の時間以上という表

記とした。 
メーカー推奨濃度における加速化過酸化

水素のインフルエンザウイルス不活化効果

を表 1a に示す。毒性が見られなかった well
にはいずれも CPE は観察されなかった。有

効濃度が最も高い薬剤 A のみ 102 以上の不

活化効果であったが、薬剤 B 及び C では

103以上の不活化効果が見られた。ただし薬

剤 A も薬剤 B 及び C と同じ 0.5%に希釈す

ると細胞毒性が弱くなり、103 TCID50以上

の不活化効果が見られた。これらの結果か

ら、濃度 0.5%以下においてインフルエンザ

ウイルス A/H1N1 型、A/H3N2 型及び B 型

に対し少なくとも103 TCID50以上の不活化

効果があることが明らかとなった。 
界面活性剤 4 種については、界面活性剤

除去剤で処理しなかった場合は加速化過酸

化水素同様30分処理でいずれも希釈倍数2 
× 102まで毒性が見られたが、界面活性剤除

去剤での処理により細胞毒性は検出されな

くなった。 
なお、D～F については SARS-CoV-2 の

不活化に有効な濃度が報告されているため

これを基準濃度としたが、G についての報

告はない。ドミフェン臭化物はトローチに

含まれる成分であり、１錠あたり 0.5mg 程

度含まれている。一方、１分間あたりの安静

時唾液分泌量については、一般に成人で

0.3mL、小児で 0.7mL 程度 3-4)であるが、ト

ローチ溶解までの時間を 3 分程度と仮定し、

この間分泌される唾液量を 1mL 程度とし

て 0.5mg/1mL=0.05%を基準濃度とした。 
基準濃度におけるインフルエンザウイル

ス不活化効果の結果を表 1b に示す。E、F、
G で 1 × 100～2 × 102 TCID50の不活化効果

であったのに対し、D では A/H1N1 型及び

B 型に対し 3 × 106 TCID50の不活化効果が

見られた。ただし D であっても A/H3N2 型

に対しては 6 × 103 TCID50の不活化効果に

留まった。 
基準濃度の 5 倍濃度では、D では基準濃

度に比べA/H1N1型及びB型に対する不活

化効果の上昇が見られず、A/H3N2 型に対

しても 101 TCID50 程度の上昇に留まった。

一方 E、F、G では、B 型ウイルスに対し基

準濃度に比べ102 TCID50以上の上昇をもた

らし、F では 1 × 103、G では 1 × 104の不

活化効果をもたらした。ただし A/H1N1 型

ウイルスに対しては102 TCID50以下の上昇

に留まり、G で 1 × 103の不活化効果が見ら

れたのみであった。 
 
Ｄ．考察 
今回用いた界面活性剤のうち、基準濃度

以上の濃度であればインフルエンザウイル

ス A/H1N1 型及び B 型ウイルスに対し 105 

TCID50以上の、A/H3N2 型ウイルスに対し

ては103 TCID50以上の不活化効果をもたら

すことが明らかとなった。ただし、この薬剤

は濃度を 5 倍に上げても有効性が大きく上

昇することがなかったことから、有効性の

限界があるのかも知れない。一方 E、F、G
については、基準濃度でのインフルエンザ
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ウイルス不活化効果は D に比べ低かったが、

5 倍濃度では F で B 型ウイルスに対し、G
においてA/H1N1型及びB型ウイルスに対

し 103 TCID50 以上の不活化効果をもたら

すことが明らかとなった。また今回検証し

た界面活性剤はいずれも、インフルエンザ

ウイルスの型・亜型により有効性が異なり、

特に A/H3N2 型ウイルスに対しては有効性

が低くなる傾向が見られた。 
 
Ｅ．結論 
本研究により、SARS-CoV-2 に対し消毒

効果が見いだされる薬剤のうち、A、B、C
及び D の４剤については季節性インフルエ

ンザウイルスに対する有効性も備えており、

さらに F及びG についてもインフルエンザ

ウイルス A/H1N1 型または B 型であれば

SARS-CoV-2 と同時に対応できる可能性を

見出だした。本研究結果は、「感染症法に基

づく消毒・滅菌の手引き」の改訂において有

益な情報となるものと考えられる。 
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表 1 加速化過酸化水素及び界面活性剤のインフルエンザウイルスに対する不活化効果 
 
a) 加速化過酸化水素 

型 
薬剤の有効性※ ウイルス 

力価 
(TCID50/mL) A(4.25%) ※※ A(0.5%) ※※※ B※※※ C※※※ 

A/H1N1 ≧1×102 ≧1×103 ≧1×103 ≧1×103 1×108 
A/H3N2 ≧6×102 ≧6×103 ≧6×103 ≧6×103 7×108 

B ≧2×102 ≧2×103 ≧2×103 ≧2×103 2×108 
 
b) 界面活性剤（基準濃度） 

型 
薬剤の有効性※ ウイルス 

力価 
(TCID50/mL) D E F G 

A/H1N1 3×106 3×100 2×100 3×101 2×109 
A/H3N2 6×103 2×101 2×101 3×101 2×108 

B 3×106 1×100 6×100 2×102 7×108 
 
C) 界面活性剤（５倍濃度） 

型 
薬剤の有効性※ ウイルス 

力価 
(TCID50/mL) D E F G 

A/H1N1 6×105 6×101 2×102 1×103 7×108 
A/H3N2 6×104 1×101 6×101 1×102 2×109 

B 6×105 2×102 1×103 1×104 1×109 
 
細胞毒性が現れた場合で CPE が観察されなかったケースについては、細胞毒性が見られ

た希釈倍数を TCID50 の式に当てはめ薬剤の有効性※を算出し、不等号を用いた表記とし

た。 
※（ウイルス力価）/（薬剤処理した際の TCID50（または細胞毒性））より算出した。 
※※希釈倍数 103（1 well あたりのウイルス量 102～105/mL）まで細胞毒性あり。 
※※※希釈倍数 102（1 well あたりのウイルス量 102～104/mL）まで細胞毒性あり。 
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厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

（分担）研究年度終了報告書 
温湿度統御下における新型コロナウイルスの生存性に関する研究 

 
研究分担者 原田 俊彦 国立感染症研究所安全実験管理部主任研究官 

 
研究要旨 
本研究では新型コロナウイルス (SARS-CoV-2) の不活化条件を検討するにあた

り、まず環境中でのウイルスの生残性を確認した。ポリスチレン製細胞培養プレ

ートに複数のウイルス株を接種し、20℃/相対湿度 40%、または 30℃/相対湿度

80%にて一定時間静置した後、ウイルス価を測定した。その結果、20℃相対湿度

40%と比較して 30℃/相対湿度 80%中ではウイルスは急速に不活化されることが

明らかとなった。本研究結果を基に他の材質や新たに出現した変異株について検

討することで本ウイルスの更なる性状が明らかになることが期待される。 

A． 研究目的 

令和元年末に中国で発生した新型コロナ

ウイルス感染症 (COVID-19) は世界中に拡

大し、わが国でも令和 2 年 2 月に感染症法

の指定感染症に指定され、現在も全国で新

規感染者の報告が続いている。COVID-19 は

新型コロナウイルス (SARS-CoV-2)により

引き起こされる。したがって生活環境 (家

庭、公共交通機関、商業施設、医療施設等) 

や検査・研究を行う実験室における本ウイ

ルスの適切な消毒・不活化方法の確立とそ

の方法の周知はわが国の公衆衛生の向上に

資するものと考えられる。本研究では

SARS-CoV-2 の適切な不活化条件を探索す

るにあたり、まず環境中でのウイルス生残

性について検討した。 

 

B． 研究方法 

SARS-CoV-2 のウイルス株として中国武

漢由来株  (WK-521)、懸念される変異株 

(variants of concern, VOC) よりアルファ株 

(英国由来株, QK002) 及びベータ株 (南ア

フリカ共和国由来株, TY8-612) を使用した。

各ウイルス株は 2%ウシ胎仔血清含有ダル

ベッコ改変イーグル培地 (2% FBS-DMEM) 

にて 1 × 106 TCID50/mL とし、これをポリス

チレン製 24 穴細胞培養プレートに 5 µL ず

つ接種した。プレートは小型環境試験器 

(Espec SH-222) を用いて 20°C/相対湿度

40%、または 30°C/相対湿度 80%の条件下 0、

24 または 48 時間静置した。2% FBS-DMEM 

100 µL で接種後乾燥したウイルス液を回収

し、希釈後 TMPRSS2 発現 Vero E6 細胞に接

種してウイルス価を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

特記事項なし 

 

C． 研究結果 

わが国の中間期 (春・秋) 及び標準的な室
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内環境を想定した 20°C/相対湿度 40%、また

は夏季を想定した 30°C/相対湿度 80%条件

下でポリスチレン上の SARS-CoV-2 ウイル

ス株の生残性を調べた。 

20°C/相対湿度 40%でのウイルス価は接

種後 0 時間では 105.00 (WK-521)、105.63 

(QK002)、105.25 (TY8-612) TCID50/mL であっ

たが、接種後 48 時間では 103.75 (WK-521)、

103.88 (QK002)、104.50 (TY8-612) TCID50/mL で

あった。一方、30°C/相対湿度 80%では接種

後 0 時間では 104.75 (WK-521)、105.13 (QK002)、

105.38 (TY8-612) TCID50/mL であったが、接

種後 24 時間では 101.88 (WK-521)、102.13 

(QK002)、102.63 (TY8-612) TCID50/mL となり、

さらに接種後 48 時間では全ての株で検出

限界 (101.75) 未満であった。接種後 0 時間

と接種後 24 時間のウイルス価の差は 20°C/

相対湿度 40%ではおよそ 0.4 ~ 1.1 log であ

ったのに対し、30°C/相対湿度 80%ではおよ

そ 2.8 ~ 3.0 log であった。このことから

SARS-CoV-2は 20°C/相対湿度 40%と比べて

30°C/相対湿度 80%では 100倍程度早く不活

化されることが明らかとなった。なお、温湿

度条件と比較すると株間に明らかな差異は

なかったが、TY8-612 はやや安定性が高い

ように思われた。 

 

D． 考察・結論 

令和 4 年 3 月現在、わが国内の VOC はオ

ミクロン株に置き換わっている。今回用い

た方法によりオミクロン株または今後新た

に出現する VOC に対して評価を行うこと

で、本ウイルスの更なる性状が明らかにな

ることが期待される。 

E． 研究発表 

なし 

 

F． 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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