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新規塩素系消毒剤「亜塩素酸水」のヒトノロウイルスに対する不活化作用 

 

要旨 

ヒトノロウイルス（HuNoV）は感染性胃腸炎の原因として最も頻度が高い。本ウイル

スはアルコールに耐性を示すため、その不活化には塩素系消毒剤が使用される。近年、

本邦において亜塩素酸水が第２類医薬品として承認されている。本研究では亜塩素酸水

製剤の HuNoV に対する不活化効果を検証した。HuNoV として genogroup GII.2 および

GII.4 を用いた。これら HuNoV 株を亜塩素酸水もしくは次亜塩素酸ナトリウム水溶液

（NaClO）に暴露し、反応液を RNase で処理した後に定量的 PCR 法により残存 RNA を

定量した。また、ウシ血清アルブミン（BSA）、ヒツジ赤血球（SRBC）、ポリペプトン

または肉エキスなどの有機物負荷条件下での亜塩素酸水の HuNoV に対する不活化効果

も検証した。非有機物負荷条件下では、遊離塩素 200 ppm の亜塩素酸水は 5 分以内に

HuNoV RNAのコピー数を3.0 log10以上減少させた。0.3% BSAと0.3% SRBCまたは0.5%

ポリペプトンという有機物高負荷条件下においても 60 分以内に HuNoV RNA のコピー

数を 3.0 log10以上減少させた。一方、有機物負荷条件下での 1,000 ppm NaClO の HuNoV 

GII.4 に対する不活化効果は弱く、0.5%のポリペプトン負荷条件下では、60 分間の処理

でも HuNoV RNA のコピー数を 1.0 log10以上減少させることはできなかった。亜塩素酸

水はシステイン、ヒスチジンおよびグルタチオンなどの特定のアミノ酸に反応するのに

対し、NaClO は試験したすべてのアミノ酸と反応した。この亜塩素酸水の有機物に対す

る選択的な反応性が有機物高負荷条件でのウイルス不活化効果の維持に寄与している

と考えられた。以上の結果は、亜塩素酸水が有機物汚染度の高い環境下でも微生物不活

化作用を発揮できる消毒剤であることを示している。 

 

緒言 

ヒトノロウイルス（HuNoV）は世界各国において、ウイルス性食中毒の主要な原因ウ

イルスである 1）。日本ではノロウイルス食中毒の患者は毎年約 1 万人程度報告されて

いる 2）。ウイルスに汚染された食品の摂取、ウイルス保有者やその排泄物で汚染され

た環境表面を介した接触が HuNoV の主要な伝播経路である。HuNoV はその高い伝染性

のため、病院や介護施設においてしばしば集団感染を起こす。HuNoV は 100 個程度と

いう極めて少ないウイルス量で感染が成立するとされているが 3）、ノロウイルス感染

性胃腸炎患者の便 1 g 中には、少なくとも 108個以上という大量のウイルス粒子が含ま

れる 4）。したがって、HuNoV による感染性胃腸炎の集団発生を防止するには、適切な

石鹸による手洗いとともに、患者の排泄物で汚染された環境表面の厳重な消毒が重要で

ある 5）。HuNoV は非エンベロープウイルスであり、多くの消毒薬に抵抗性を示す。そ

のため、消毒剤の適切な選択とともに患者の排泄物の的確な処理が感染制御に必須であ

る。2011 年に米国 Center for Disease Control (CDC)より発表された HuNoV の集団感染防
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止に関するガイドラインでは、HuNoV の不活化には 1,000 〜 5,000 ppm の次亜塩素酸

ナトリウム水溶液（NaClO）が推奨されている 6）。しかしながら、NaClO に代表される

塩素系消毒剤は有機物との接触によりその抗微生物活性が減弱することが知られてお

り 7,8）、吐物や糞便中の HuNoV は不活化が不十分となるリスクがある。したがって、

有機物高負荷条件化においても HuNoV に対する不活化効果が減弱しにくい消毒薬の開

発が期待されている。 

 2019 年に新規塩素系消毒剤である亜塩素酸水が第２類医薬品として本邦で承認され

た。遊離塩素 200 ppm の亜塩素酸水は HuNoV の代替ウイルスであるネコカリシウイル

スの感染価をタンパク質負荷条件下であっても4.0 log10以上減少させることが報告され

ている 9）。この不活化効果は、1,000 ppm の NaClO よりも高いことから、亜塩素酸水は

ヒト排泄物中の HuNoV を効率的に不活化することが期待されている。HuNoV は未だ培

養細胞での感染系が利用できないため、本ウイルスに対する消毒剤の有効性は代替ウイ

ルスであるネコカリシウイルスやマウスノロウイルスを用いて評価されている。しかし

ながら、これらウイルスの消毒剤感受性は異なることが知られており、例えば、マウス

ノロウイルスはネコカリシウイルスよりもアルコール消毒薬に対する感受性が高いこ

とが報告されている 10）。したがって、HuNoV に対する消毒剤の不活化効果を真に評価

するためには、臨床検体中の HuNoV を用いたアッセイが必要である。 

 本研究では、ノロウイルス感染性胃腸炎患者の下痢便から分離した 2 種類の HuNoV

（genogroup GII.2 および GII.4）を用い、亜塩素酸水の本ウイルスに対する不活化効果

を検証した。 

 

材料と方法 

【実験材料】 

２名のノロウイルス感染性胃腸炎の患者より、インフォームドコンセントを得た上で、

便検体の提供を受けた。リン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH7.4）で 10%（w/v）の便懸濁

液を調整した。便懸濁液中の大きな残渣を遠心（6,000 g、10 分、4℃）により除去し、

上清を新しいチューブに回収した。この上清にポリエチレングリコール（分子量 6,000）

と塩化ナトリウムをそれぞれ 8.0%と 2.1%になるよう添加し、溶解させた。この溶液を

4℃で 24 時間静置した後、遠心した（8,000 g、20 分、4℃）。沈殿を PBS で 2 回洗浄し、

余分な PBS を濾紙で除去した後、滅菌蒸留水に溶解した。この溶液を HuNoV 検体とし

て分注し、試験の供するまで-70℃で保存した。 

 

【HuNoV の遺伝子型分類】 

本研究で用いた HuNoV の遺伝子型別分類は以下のように行った。HuNoV 検体からウイ

ルスゲノム RNA を QIAamp Viral RNA Mini kit（Qiagen 社）で抽出し、PrimeScript® RT 

reagent kit（タカラバイオ社）を用いて cDNA を合成した。逆転写反応は 6 塩基のラン
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ダムプライマーを用いて最終容量 20 μl の反応液中で 37℃、15 分間行った。逆転写反応

は 85℃、5 秒の加熱で停止させた。この cDNA を鋳型として、HuNoV のウイルスゲノ

ム上の ORF1 と ORF2 を跨ぐ遺伝子領域を PCR 増幅した。増幅に使用したプライマー

の塩基配列を以下に示す。 

 

G2-SKF：5’-CNTGGGAGGGCGATCGCAA-3’) 

G2-SKR：5’-CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT-3’ 

 

PCR 増幅産物を QIAquick PCR purification kit (キアゲン社)を用いて精製した後、その塩

基配列をプライマーG2-SKF または G2-SKR を用いてサンガー法により決定した。得ら

れた塩基配列の相同性検索を行い、最も相同性の高いノロウイルス遺伝子にもとづき遺

伝子グループを決定した。 

 

【消毒剤】 

本研究に使用した消毒剤は亜塩素酸水（含量 亜塩素酸（HClO2=68.46）として 8,000 ppm、

三慶株式会社）、次亜塩素酸ナトリウム水溶液（NaClO、有効塩素濃度 60,000 ppm、オ

ーヤラックス株式会社）、複合型塩素系除菌剤（RST、キョーリン製薬株式会社）、80% 

エタノール（健栄製薬）および 0.1%塩化ベンザルコニウム（昭和製薬）である。 

 

【ノロウイルス粒子溶解性試験】 

各種消毒剤のノロウイルス粒子に対する溶解性を Nowak らの報告 11）に従い、RNA 分

酵素処理（ウイルス粒子の溶解に伴って遊離するウイルス RNA を全て分解するため）

と逆転写反応定量 PCR 法（RT-qPCR）を組合せた手法により評価した。HuNoV 試験液

100 μl を消毒剤 900 μl と混合し、25℃で指定時間攪拌しながら反応させた。反応液中の

HuNoV は RNA のコピー数が 107/ml のオーダーになるように設定した。有機物負荷条

件下の試験では、ウシ血清アルブミン（BSA、シグマ社）、ポリペプトン（日本製薬株

式会社）、肉エキス（ナカライテスク）またはヒツジ赤血球（SRBC、日本バイオシーラ

ム）を終濃度が 0.3%または 0.5%になるように添加した。一定時間の後、反応液 100 μl

を 900 μl Difco D/E neutralizing broth（ベクトンディッキンソン社）と混和し、消毒剤の

作用を中和した。中和後の反応液に 20 μg/ml となるよう DNase フリーの RNA 分解酵素

（RNase, 日本ジーン株式会社）を添加し、25℃で 30 分間静置した。その後、140 μl の

反応液を採取し、QIA viral RNA extraction kit（キアゲン社）を用いてウイルスゲノム

RNA を抽出した。反応液中の HuNoV ゲノム RNA のコピー数は、Norovirus GI/GII kit

（タカラバイオ）と Thermal Cycle Dice Real Time System III （TP970, タカラバイオ）と

用いた定量的 PCR（qPCR）法により測定した。 
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【遊離塩素濃度の測定】 

塩素系消毒剤の遊離塩素濃度はテトラメチルベンジジン法 12）を用いて測定した。0.01%

の 3,3',5,5'-テトラメチルベンジジン（TMB）を 50%アセトンで溶解し、比色指示薬とし

て使用した。1.6 M のリン酸バッファー（pH6.5）は、それぞれ 1.6 M のリン酸二水素カ

リウムとリン酸水素二カリウムを混合して調整した。消毒剤 9.5 ml を 0.5 ml のリン酸バ

ッファー（pH6.5）で緩衝し、1.0 ml の TMB を添加して攪拌した後、直ちに 655 nm の

吸光度を測定した。NaClO を用いて作成した標準曲線にもとづき、吸光度から試験液の

遊離塩素濃度を算出した。 

 

【統計解析】 

データは独立した 3 回の実験により得られた測定値の平均±標準偏差で示した。2 群間

の測定値の平均の差は Student’s t-test で検証し、他群間の比較は一元配置分散分析で評

価した後、Tukey’s post-hoc test もしくは Dunnett’s test により検定した。有意水準を 0.05

として統計学判定を行った。 

 

結果 

第1節 本研究に用いた HuNoV の遺伝子グルーピング 

 ノロウイルスによる感染性胃腸炎と診断された患者 2 名より提供を受けた便検体か

らウイルスゲノム RNA を抽出し、プライマーG2-SKF と G2-SKR を用いて RT-PCR を

行った。この PCR 産物のシークエンスを行い、344 bp の塩基配列情報を得た。NCBI

データベースでの相同性検索および Norovirus Typing Tool ver.2.013）を用いた解析によ

り、本研究で用いた HuNoV の一つは、Hu/SP/GII.4 Valencia[P31]/3935 と最も高い相同

性（99.71%）を示し、GII.4 遺伝子グループのサブクラスターSydney_2012 に属するウ

イルスであると判定された。もう一方の HuNoV は GII.2 遺伝子グループの

NoV/0170FB/17/TZ に最も高い相同性（99.12%）を示した。以上結果より、本研究で用

いる HuNoV は GII.4 と GII.2 の２つの異なる遺伝子グループに属するウイルス株である。 

 

第2節 亜塩素酸水の HuNoV 粒子に対する溶解作用 

まず始めに日本国内の医療施設や福祉施設で環境消毒のために使用されている代表

的な薬剤について、非有機物負荷条件下で HuNoV 粒子に対する影響を調べた（Fig. 1）。

塩素系消毒薬である亜塩素酸水（遊離塩素濃度 200 ppm）と NaClO（遊離塩素濃度 200  

ppm および 500 ppm）は、30 分以内に HuNoV GII.２および GII.4 のウイルスゲノム RNA

コピー数を 3 log10以上減少させた。亜塩素酸水や NaClO と比べて効果は劣るものの、

界面活性剤を含有する複合型塩素系除菌剤 RSTはHuNoV GII.2 およびGII.4 のウイルス

ゲノム RNA コピー数をそれぞれ 2.80 ± 0.07 および 3.43 ± 0.47 log10減少させた。一方、

80% エタノールおよび 0.1% 塩化ベンザルコニウムでの GII.2 株に対する減少数はそれ
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ぞれ 0.05 ± 0.21 および 0.05 ± 0.10 log10であり、GII.4 株に対する減少数はそれぞれ 1.02 ± 

0.33 および 0.09 ± 0.03 log10であった。これらの結果から、以下の検討については亜塩

素酸水と NaClO のみを用いた。 

 

 
Figure 1. Effects of the selected disinfectants on HuNoV RNA copy number reduction. 

HuNoVs of the GII.4 and GII.2 genogroups were exposed to the indicated concentrations of the 

respective disinfectant for 30 min. After neutralization and RNase treatment, intact HuNoV 

particles were quantified by RT-qPCR. The data are shown as mean ± SD of the log10 reduction 

in HuNoV RNA copy number. Statistical analysis was performed in each genogroup. Columns 

marked with different letters indicate significant differences (p <0.01). 

 

第3節 0.3%ウシ血清アルブミン（BSA）存在下での亜塩素酸水の HuNoV 粒子に対す

る溶解作用 

遊離塩素濃度が 200 ppm の亜塩素酸水もしくは NaClO が HuNoV のウイルスゲノム

RNA コピー数を 3 log10以上減少させるのに要する時間を検討した。非有機物負荷条件

下では、200 ppm の亜塩素酸水は HuNoV GII.2 および GII.4 のウイルスゲノム RNA コピ

ー数をそれぞれ 5 分および 1 分以内にを 3 log10以上減少させた（Fig. 2A）。一方、200 

ppm の NaClO では、HuNoV GII.2 および GII.4 のウイルスゲノム RNA コピー数を 1 分

以内に 3 log10以上減少させた。0.3% BSA 存在下では、亜塩素酸水が HuNoV GII.4 株の

ウイルスゲノム RNA コピー数を 3 log10以上減少させるのに必要な時間は 30 分であっ

た（Fig. 2B）。注目すべきは、亜塩素酸水の HuNoV GII.4 株に対するウイルス粒子溶解

作用が 0.3% BSA 存在下においても時間依存的に増加している点である。この所見は亜

塩素酸水が有機物存在下においても長時間ウイルス不活化作用を維持していることを

示唆する。本研究で用いた GII.2 株は亜塩素酸水に高い感受性を示し、0.3% BSA 存在

下においても 200 ppm の亜塩素酸水による処理で 1 分以内に 99.9%以上のウイルス粒子

が損傷を受けた。一方、200 ppm の NaClO については、0.3% BSA 存在下では GII.2 お

よび GII.4 株ともに 30 分間の処理でも 90%以上のウイルス粒子が損傷を受けず残存し
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た。 

 

Figure 2. Log10 reduction of HuNoV RNA copy number after treatment with CA and 

NaClO in the absence (A) or presence of 0.3% BSA (B). HuNoV GII.4 and GII.2 were treated 

with CA or NaClO with the free-chlorine level adjusted to 200 ppm, for the indicated times. After 

neutralization and RNase treatment, intact HuNoV particles were quantified by RT-qPCR. The 

data are shown as mean ± SD of the log10 reduction in HuNoV RNA copy number. Significant 

differences (p <0.01) between CA and NaClO are indicated by asterisks (*). 

 

第4節 BSA 以外の有機物存在下での亜塩素酸水の HuNoV 粒子に対する溶解作用 

ヒト排泄物を模擬するため、ポリペプトンや肉エキスがそれぞれ嘔吐物や糞便の代替物

として消毒剤のウイルス不活化試験に用いられている 14）。遊離塩素濃度 200 ppm の亜

塩素酸水は、それぞれ 0.3%のポリペプトンもしくは肉エキス存在下でも、HuNoV GII.2

および GII.4 のウイルスゲノム RNA コピー数を 30 分以内に 3 log10以上減少させた（Fig. 

3）。一方、遊離塩素濃度 200 ppm および 500 ppm の NaClO では、これらの有機物が存

在すると 30 分間の処理でも 90%以上のウイルス粒子が損傷を受けず残存した。CDC ガ
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イドライン 6）で推奨されているように、1,000 ppm の NaClO はこれら有機物存在下にお

いても GII.2 株に対しては効果的にウイルス粒子を溶解させたが、GII.4 株に対する効果

は限定的であった 

 

 

Figure 3. Log10 reduction of HuNoV RNA copy number after treatment with CA and NaClO in 

the presence of 0.3% polypeptone (A) or 0.3% meat extract (B). HuNoV GII.4 and GII.2 were 

treated with CA (200 ppm) or NaClO (200 ppm, 500 ppm or 1,000 ppm) for 30 min. After 

neutralization and RNase treatment, intact HuNoV particles were quantified by RT-qPCR. The data 

are shown as mean ± SD of the log10 reduction in HuNoV RNA copy number. Columns marked with 

different letters indicate significant differences (p <0.05). 

 

第5節 高度汚染環境を模擬した条件下における亜塩素酸水の HuNoV に対する作用 

日本環境感染学会より出版されている環境消毒薬の評価指針 15）では、高度汚染環境

を模擬した条件として 0.3% BSA と 0.3%ヒツジ赤血球が存在する実験系が推奨されて

いる。一方、食品衛生協会での指針 14）では、ヒト排泄物中でのウイルス不活化効果は

0.5% ポリペプトン存在下で評価するべきであるとの指針が示されている。これらの指

針に従い、高度汚染環境を模擬した条件下における亜塩素酸水の HuNoV に対する作用

を検証した。 

遊離塩素濃度 200 ppm の亜塩素酸水は、0.3% BSA と 0.3%ヒツジ赤血球存在下または

0.5% ポリペプトン存在下のいずれでも HuNoV GII.2 および GII.4 のウイルスゲノム

RNA コピー数を 60 分以内に 3 log10以上減少させた（Fig. 4）この効果は 1,000 ppm の

NaClO よりも優れていた。しかしながら、HuNoV GII.4 については、遊離塩素濃度 200 
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ppm の亜塩素酸水を用いた場合でもウイルスゲノム RNA コピー数を 3 log10以上減少さ

せるには 30 分以上の作用時間が必要であった。0.3% BSA と 0.3%ヒツジ赤血球存在下

で亜塩素酸水の遊離塩素濃度を 100 ppm に減少させた場合、HuNoV GII.2 のウイルスゲ

ノム RNA コピー数は 30 分以内に 3 log10以上減少した。一方、GII.4 株のウイルスゲノ

ム RNA コピー数の減少は 60 分間の作用でも 2.37 ± 0.29 log10にとどまり、1,000 ppm の

NaClO と同等の効果であった（Fig. 4A）。遊離塩素濃度 100 ppm の亜塩素酸水を 0.5%

ポリペプトン存在下で作用させた場合は、60 分間接触後のウイルスゲノム RNA コピー

の減少数は GII.2 および GII.4 株でそれぞれ 0.64 ± 0.02 および 0.96 ± 0.20 と限定的であ

ったが、その効果は 1,000 ppm の NaClO よりも優れていた（Fig. 4B）。これらの結果

から、亜塩素酸水の HuNoV に対する不活化作用は有機物存在下においても比較的安定

しており、NaClO よりも優れた効果を有することが示唆される。 

 

 

Figure 4. Log10 reduction of HuNoV RNA copy after treatment with CA and NaClO in the 

presence of 0.3% BSA plus 0.3% SRBC (A) or 0.5% polypeptone (B). HuNoV GII.4 and 

GII.2 were treated with CA (200 ppm or 100 ppm) or NaClO (1,000 ppm) for indicated time. 

After neutralization and RNase treatment, intact HuNoV particles were quantified by RT-qPCR. 

The data are shown as means ± SD of the log10 reduction in HuNoV RNA copy. Columns 

marked with different letters indicate significant differences (p <0.01). 

第6節 亜塩素酸水のアミノ酸に対する反応性 

=124=



9

遊離塩素濃度 100 ppmの亜塩素酸水および NaClO を各種アミノ酸またはグルタチオ

ンと 10 分間接触させ、残存する遊離塩素を TMB 法により測定した。亜塩素酸水につ

いては、システイン、ヒスチジンおよびグルタチオンとの接触により遊離塩素濃度は減

少したが、グリシン、スレオニン、ロイシン、リジンやグルタミン酸などとの接触では

遊離塩素の減少は認めなかった（Table 1 および Fig. 5）。NaClO では試験したすべて

のアミノ酸との接触により、残存遊離塩素が速やかに検出限界以下にまで減少した。こ

の結果は、NaClO は非特異的にすべてのアミノ酸と反応するが、亜塩素酸水は特定のア

ミノ酸と選択的に反応することを示唆する。 

 

 

 

Figure 5. Effect of amino acids on the free available chlorine level of CA and NaClO. Amino 

acids were added to the indicated concentrations with 100 ppm each of CA (A) or NaClO (B). 

After 10-min incubation, the residual free available chlorine level was measured by the TMB 

method [12]. The data are expressed as means of percentages of the initial free available chlorine 

level from three independent repeats. Refer to Table S1 for the date with statistical analysis, 

which includes the results from 15 kinds of amino acids tested. 
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Table S1. Residual free chlorine levels of CA and NaClO after contact with amino acids a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a

)

 

Residual free chlorine levels of 100 ppm each of CA and NaClO were measured by TMB method after 10-min contact with indicated concentration of 15 amino acids. 

Amino acids with high water solubility were tested. The relative percentages to initial free chlorine levels are shown. Marks (* and **) indicate significant differences from 

initial free chlorine level at p-values less than 0.01 and 0.05, respectively. 

 

 

 

Amino acids 

100 ppm CA 100 ppm NaClO 

Amino acids concentration (mM) Amino acids concentration (mM) 

0.1 1 5 10 0.1 1 5 10 

Cys 97.80±2.98% 79.65±6.89% 25.92±7.97%* 0.14±0.14%* 54.18±12.05%* 0.00±0.00%* 0.00±0.00%* 0.01±0.01%* 

Ala 105.37±4.80% 105.41±5.67% 106.36±4.17% 101.97±0.87% 72.21±11.64% 0.27±0.24%* 0.07±0.05%* 0.07±0.09%* 

Gln 98.94±4.43% 96.14±5.01% 96.85±5.10% 80.55±18.93% 81.48±4.45%* 0.75±0.82%* 0.05±0.06%* 0.05±0.06%* 

His 101.92±4.14% 82.21±2.82%* 35.40±5.42%* 10.17±6.95%* 87.61±3.77%* 0.57±0.72%* 0.01±0.01%* 0.01±0.02%* 

Gly 107.85±4.99% 105.70±7.67% 104.57±6.57% 97.27±11.17% 81.42±3.17%* 4.79±2.82%* 0.14±0.04%* 0.03±0.03%* 

Ile 104.45±3.00% 103.64±3.52% 102.33±3.79% 94.24±5.94% 63.42±17.36%* 2.51±2.12%* 0.10±0.00%* 0.07±0.01%* 

Ser 108.23±3.56% 105.90±1.29% 99.10±1.45% 96.15±3.07% 81.68±1.68%* 0.50±0.15%* 0.20±0.01%* 0.16±0.03%* 

Thr 99.89±2.77% 97.61±3.80% 92.20±0.45% 92.18±5.73% 87.08±0.80%* 2.09±1.15%* 0.16±0.01%* 0.10±0.02%* 

Pro 104.15±2.88% 105.06±2.68% 97.11±2.79% 89.92±4.57% 75.61±4.35%* 0.00±0.01%* 0.00±0.00%* 0.00±0.00%* 

Arg 99.75±5.56% 103.66±3.09% 97.41±5.17% 93.93±4.12% 66.93±1.97%* 0.09±0.01%* 0.10±0.03%* 0.08±0.06%* 

Leu 101.18±4.77% 98.76±5.95% 95.12±10.79% 95.93±10.60% 84.15±1.07%* 0.84±0.24%* 0.10±0.03%* 0.09±0.04%* 

Met 96.67±2.39% 93.04±2.28% 93.30±2.81% 92.85±2.37% 69.20±1.23%* 0.02±0.03%* 0.02±0.03%* 0.03±0.02%* 

Asn 100.64±1.14% 95.52±3.29% 92.69±2.41% 89.20±1.81%** 81.45±1.11%* 0.08±0.06%* 0.08±0.04%* 0.10±0.07%* 

Lys 100.06±2.29% 99.26±4.07% 96.76±2.33% 99.03±7.93% 76.41±1.03%* 0.06±0.01%* 0.04±0.01%* 0.02±0.01%* 

Glu 104.88±6.22% 103.95±5.69% 95.38±1.75% 96.57±2.95% 83.47±2.29%* 0.24±0.02%* 0.58±0.02%* 0.53±0.09%* 
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考察 

亜塩素酸水は新規塩素系消毒薬であり、本邦において第 2 類医薬品として承認されて

いる。これまでに、亜塩素酸水は NaClO と同等のウイルス不活化効果や殺芽胞能を有

することが報告されている 9,16)。NaClO は速効性の消毒剤であり、ヒトノロウイルスを

含む非エンベロープウイルスの除染に推奨されている 5）。しかしながら、その反応性の

高さゆえに、NaClO は有機物との接触により急激に遊離塩素濃度が低下することも知ら

れている 8,17）。 

 我々はこれまでに、亜塩素酸水が有機物存在下でも遊離塩素濃度を比較的安定に維持

し、0.3% BSA 負荷条件下においても効率的にヒトノロウイルスの代替ウイルスである

ネコカリシウイルスを不活化することを報告してきた 9,12,16）。それゆえ、亜塩素酸水は

ヒトノロウイルス感染患者の便や吐物で汚染された環境表面の消毒に適していると考

えている。しかしながら、ヒトノロウイルスの代替ウイルスとして消毒剤の効果検証に

用いられるネコカリシウイルス、マウスノロウイルスやチュランウイルスの消毒剤感受

性はそれぞれ異なり、ヒトノロウイルスの感受性との間にも差があると考えられている

10,18）。したがって本研究では、急性胃腸炎患者の便より分離した GII.2 および GII.4 の遺

伝子グループの属するヒトノロウイルスを用い、亜塩素酸水の本ウイルスに対する不活

化効果を検証した。ヒトノロウイルスについては未だ培養細胞を用いた感染実験系が利

用できないため、本研究では Nowak らの報告 11）に従い、RNase 処理と RT-qPCR 法を

組合わせた手法により亜塩素酸水のヒトノロウイルスに対する不活化効果を調べた。本

手法は損傷ウイルス粒子より遊離したウイルスゲノム RNA を完全に除去することによ

り、正常なウイルス粒子数を算出するものである。 

 検証の結果、有機物負荷の無い条件下において、遊離塩素濃度 200 ppm の亜塩素酸水

はヒトノロウイルスのGII.2およびGII.4株を5分以内に3 log10以上減少させた（Fig. 2A）。

それぞれ 0.3%の BSA、ポリペプトンもしくは肉エキスを添加した条件でも、遊離塩素

濃度 200 ppm の亜塩素酸水はヒトノロウイルスの GII.2 および GII.4 株を 30 分以内に 3 

log10以上減少させた。一方、200 ppm または 500 ppm の NaClO を用いて同様の検討を

行った結果、有機物存在下では 90%以上のウイルス粒子が残存した。GII.4 株について

は、これら条件下で 1,000 ppm の NaClO で 1 時間処理してもウイルスゲノム RNA コピ

ー数の減少は 1.20 log10程度にとどまった（Fig. 2B および Fig. 3）。確かに亜塩素酸水は

有機物存在下ではNaClOよりもヒトノロウイルスに対する不活化効果に優れているが、

Figure 4 で示したように有機物高負荷条件下では遊離塩素濃度 200 ppm の亜塩素酸水で

もウイルスゲノムRNAコピー数を検出限界以下にまで減少させるには30分以上の処理

が必要である。したがって、亜塩素酸水を吐物中や便中のヒトノロウイルスの不活化を
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目的に使用するべきではなく、臨床現場においては吐物や便を標準的な感染対策マニュ

アルに従って速やかに除去した後の環境表面に適用すべきである。興味深い事に、亜塩

素酸水と NaClO のヒトノロウイルス不活化作用に対する影響は有機物の種類により差

が認められ、亜塩素酸水は BSA による阻害を受けやすく、NaClO はポリペプトンや肉

エキスの阻害をより受けやすい傾向がある。これらの所見は、亜塩素酸水と NaClO の

有機物に対する反応機構に違いがあることを示唆している。 

  亜塩素酸水の抗微生物作用が有機物によって阻害を受けにくい理由を解明するた

め、亜塩素酸水と NaClO をそれぞれ 0.1 mM から 10 mM に調整した各種アミノ酸と混

合し、遊離塩素濃度の変動を調べた。その結果、NaClO がすべてのアミノ酸と反応して

遊離塩素濃度が速やかに低下するのに比べ、亜塩素酸水はシステイン、ヒスチジンおよ

びグルタチオンと混合した場合にのみ遊離塩素濃度の減少が認められた。亜塩素酸水は

選択的な有機物との反応性を示し、この性質が NaClO と比較し、亜塩素酸水が有機物

負荷条件下でも比較的安定して抗微生物作用を発揮できる一因であると考えられる。 

  Hatanaka らは、亜塩素酸水は 0.5% BSA 存在下でも Campylobacter jejuni を効率的に

殺滅することを報告している 19）。この論文では、亜塩素酸水が C. jejuni のゲノム DNA

に対して影響を与えず、外膜タンパク質の凝集作用を示したことから、その殺菌機構は

生存に必須なタンパク質群の変性作用であると結論している。本論文にはデータを掲載

していないが、200 ppm の亜塩素酸水による処理後に RNase 処理を行わなかった場合、

残存するヒトノロウイルスゲノム RNA のコピー数は、RNase 処理を行った場合に比べ

て約 1.8 log10高くなる。これらのことから、亜塩素酸水はヒトノロウイルスのゲノム

RNA を分解するのではなく、ウイルスカプシドタンパク質の特定のアミノ酸に対して

反応することによりウイルス粒子に損傷を与えるものと推定される。我々は最近、酸性

化亜塩素酸ナトリウム溶液（ASC）の酸化作用を担う主たる活性酸素種として塩素過酸

化ラジカル（ClOO・）を同定した 20）。このラジカルは全く新規の活性酸素種であり、

極めて長寿命のラジカルである。亜塩素酸水は ASC を弱酸性領域で安定化した新規薬

剤であることから、本薬剤においても塩素過酸化ラジカルが抗微生物作用に主要な役割

を担っていると考えられ、今後検討を進める予定である。 

  Rachmadi らはマウスノロウイルスが塩素への頻回暴露により、耐性を獲得するこ

とを報告している 21）。この塩素への感受性の低下はマイナーカプシドタンパク質（VP2）

をコードする遺伝子の 7,280 番目の塩基置換によるアミノ酸変異と関連している。した

がって、塩素系消毒剤のヒトノロウイルスに対する不活化作用はウイルスゲノム破壊で

はなく、カプシドタンパク質に対する変性作用に由来するのではないかと考えている。 
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  本研究では亜塩素酸水のヒトノロウイルスに対する不活化作用を、RNase 処理後に

残存したウイルスゲノム RNA を RT-qPCR で定量する方法により評価した。この手法で

は正常なウイルス粒子と薬剤により損傷を受けたウイルス粒子を区別して定量するこ

とが可能である。ヒトノロウイルスの培養細胞を用いた感染実験系が確立されていない

ため、現時点では RT-qPCR 法が本ウイルス数を定量する標準的な方法である。しかし

ながら、試験薬剤による処理後に RT-qPCR 法により定量したヒトノロウイルスのゲノ

ム RNA のコピー数の減少数と感染価の減少値は相関しないとの報告もある 22）。この

Costantini らの論文では、50 ppm の遊離塩素によってヒトノロウイルスの感染性は完全

に消失したが、RNase 処理を行わない RT-qPCR 法では相当量のウイルスゲノム RNA が

検出されている。このことは、RT-qPCR 法によるゲノム RNA のコピー数定量では、消

毒剤のヒトノロウイルスに対する不活化能力を過小評価している可能性を示唆してい

る。近年、ヒト腸管オルガノイドを用いたヒトノロウイルスの試験管内感染実験系が開

発され 23）、いくつかの消毒剤のヒトノロウイルスに対する効果検証に応用されている

22, 24）。このヒト腸管オルガノイドを用いた実験系は未だ一般的ではなく消毒剤の評価法

として標準化されてはいないが、亜塩素酸水のヒトノロウイルス不活化メカニズムを明

らかにするための有効な手段であり、今後、本手法を用いた検討を予定している。 

  以上、亜塩素酸水は有機物存在下においてもヒトノロウイルスを効率的に不活化で

きる。この安定性は微生物構造成分に対する選択的な反応性に起因すると考えられる。

亜塩素酸水のこのような選択性は、ヒト排泄物で汚染された環境の消毒に有利であるだ

けでなく、塩素による遺伝毒性を低減する。今後、亜塩素酸水が医療現場や福祉施設で

の感染対策に貢献することが期待できる。 
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