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ノロウイルスの不活化に関する研究の現状
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Current Topics on Inactivation of Norovirus

Mamoru Noda# and Masashi Uema

Human norovirus is the most important foodborne virus in Japan. According to the statistics of food

poisoning by the Ministry of Health, Labour, and Welfare（MHLW）, the number of patients infected with

norovirus has accounted for half of all the patients with food poisoning in recent years. One of the most

important measures for the control of infectious diseases is establishing of techniques for inactivating

pathogens. For the prevention of food poisoning caused by norovirus, MHLW recommends that foods be

subjected to heat treatment at 85°C for 1 min or more ; moreover, it recommends the use of sodium

hypochlorite to inactivate（disinfect）this virus. However, application of these treatments is not always

feasible because heat results in denaturation and sodium hypochlorite can be toxic to the human body and

can cause discoloration. Therefore, it is necessary to develop and improve the efficacy of disinfectants and

physiochemical treatments against the virus. Human norovirus cannot be propagated in cell culture or in a

small animal. This matter is the greatest hindrance for testing the stability of this virus in environments or

for evaluating the efficacy of disinfectants, heat treatment, pH treatment, ultraviolet or gamma irradiation,

high hydrostatic pressure treatment, and other methods for the inactivation of the virus. Hence, some

viruses such as human enterovirus, feline calicivirus, or mouse norovirus have been used as surrogates of

human norovirus. The data on inactivation and stability of surrogate viruses are exclusively used as the

data of human noroviruses. In recent years, some attempts to distinguish between infectious and non-

infectious virus particles by genetic methods such as polymerase chain reaction have been made. These

methods include pretreatments by RNase for digesting viral RNAs from non-intact or destroyed virus

particles, or addition of a reagent such as ethidium monoazide for inhibiting PCR amplification of viral

RNAs from them, before RNA extraction. Non-intact virus particles, which may represent virus particles

with some damage（s）in the structural protein（s）, are not necessarily synonymous with non-infectious

virus particles. However, the results of methods using these treatments, compared to the results of

traditional methods without these treatments, seem to be more correlated to the amount of the infectious

virus particles. Although many disinfectants or physiochemical treatments have been reported, traditional

techniques such as removal of virus particles by washing in running water, heat treatment, or disinfection

by sodium hypochlorite are still important control measures. Establishment of control measures for

human norovirus and successful propagation of the virus in cell culture are strongly desired.
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１．はじめに

ノロウイルスは我が国において最も重要な食品媒介性

ウイルスである．厚生労働省の食中毒統計に基づく過去

数年の病因物質別の報告数をみると，事例数ではカンピ

ロバクターに次いで第二位か第一位，患者数では全食中

毒患者の約半数を占めており，本ウイルスの制御は食品
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衛生対策上重要な課題のひとつとなっている．食中毒予

防の基本のひとつは，その病原体の殺菌・消毒法の確立

にある．ノロウイルスの不活化に有効な方法として，厚

生労働省は８５℃，１分以上の加熱処理，次亜塩素酸ナト

リウムの使用を推奨しているが，加熱による熱変性，次

亜塩素酸ナトリウムの漂白作用や人体に対する影響か

ら，必ずしもあらゆる場面で使用できる訳ではなく，そ

れらに替る有効な殺菌・消毒法の開発が求められてい

る．一方，ヒトノロウイルスは細胞培養や小動物で増殖

させることができないため，ヒトノロウイルスに対する

薬剤の有効性評価，物理化学的処理に対する抵抗性，環

境や食品での生存性等を調べることができない．そのた

め，現在それらの研究はネコカリシウイルス等の代替ウ

イルスを用いて行われている．近年では，感染性ウイル

スと非感染性ウイルスとを区別するための遺伝子検査法

の開発が進んでいる．

本稿では，ノロウイルスを中心として，A型肝炎ウ

イルスなど食品媒介性ウイルスの不活化法，生存性など

に関する研究の現状について概観する．

２．ノロイルスの不活化，生存性等の研究の歴史と現状

ウイルスに対する熱，pHなどの物理化学的作用や殺

菌・消毒薬等に対する抵抗性および環境における生存性

などを調べるためには，生きた（感染性のある）ウイル

ス量を定量的に測定する必要がある．感染性ウイルス量

の測定方法には本来の宿主である動物あるいはそのウイ

ルスに感受性のある実験動物あるいは培養細胞を用いる

方法があるが，一般に簡便で定量性の高い培養細胞を用

いる方法が利用される．しかし，ヒトノロウイルスはこ

れまで培養細胞での培養が成功していないため，培養細

胞による方法は実施することができない．そのため，こ

れまでノロウイルスの不活化等に関する研究は，�ボラ
ンティアによるヒトの糞便由来ノロウイルスの感染実

験，�ノロウイルスに近縁な代替ウイルスによる培養細
胞での実験等により行われてきた．

ボランティア感染実験は糞便由来のヒトノロウイルス

を含むジュースをボランティアに飲ませ，嘔吐，下痢等

の胃腸炎症状の発症の有無を調べるもので主に米国で行

われてきた１，２）．感染性のあるノロウイルスの有無を直接

的に知ることができるが，再現性や定量性に欠けるなど

の問題点がある．また近年ノロウイルスに対する感受性

に個体差が認められることが明らかになっており３），そ

の発見以前の研究の実験結果には疑問点が残る．

一方，分類学的に近縁なウイルスは互いに類似した物

理化学的性状を示すことが多いことから，種々のウイル

スによる不活化実験の結果からノロウイルスの抵抗性等

が類推され，またノロウイルスの抵抗性等を知る目的で

培養できないヒトノロウイルスに替わり，種々のウイル

スが不活化実験等に利用されてきた．研究初期において

は同じヒトの腸管系ウイルスでありエンベロープを持た

ない１本鎖RNAウイルスであるポリオウイルス，コク

サッキーウイルスおよびエコーウイルスなどのエンテロ

ウイルスが用いられていたが，１９９０年代後半になると，

ノロウイルスと同じカリシウイルス科に属し細胞培養で

の培養に成功したネコカリシウイルスが主に利用される

ようになった．現在のノロウイルスに対する加熱や消毒

剤等に対する抵抗性は，主にこのネコカリシウイルスの

データに基づいており，米国の環境保護庁（Environ-

mental Protection Agency，EPA）の抗微生物剤部局

（Antimicrobials Division）は抗ウイルス効果試験法とし

て，ノロウイルスの不活化試験にネコカリシウイルスを

用いるプロトコルを作成している（http：／／epa．gov／op-

pad００１／pdf_files／initial_virucidal_test．pdf）．また，ノ

ロウイルスと同様に二枚貝等を介して感染し，食品媒介

性ウイルスとして重要なA型肝炎ウイルスに関するデ

ータが利用される場合もある．

２００４年，マウスノロウイルスが，ヒトノロウイルスと

同じノロウイルス属に属するウイルスとして初めて培養

細胞での分離・増殖が報告された４）ことから，マウスノ

ロウイルスを用いた不活化実験等が行われはじめた．ま

た，ヒトノロウイルスはヒト以外ではチンパンジーが感

受性動物として報告されていたが，２００６年にブタにおけ

るヒトノロウイルスの感染が報告５）されたことから，今

後ヒトノロウイルスのブタに対する感染性を指標とした

実験も行われるものと思われる．

近年，感染性ウイルスを検出するための遺伝子検査法

の開発に関する報告がなされているが，このことに関し

ては詳しく後述する．

一方，ヒト結腸癌由来株化細胞であるCaCo２細胞の３

次元立体培養法によりヒトノロウイルスの増殖が確認さ

れたとする報告６）がなされたが，その後の研究報告はな

く，他のグループの追試報告もみられない．しかし，本

報告では，CaCo２細胞の３次元培養法はノロウイルスの

感染性試験に有用と述べられており，今後の研究動向が

注目されている．

３．物理化学的要因，消毒剤等による不活化

３．１ 加熱

ウイルスは一般的に加熱に弱く，加熱処理はウイルス

の不活化に最も有効な手段である．ネコカリシウイルス

を用いた実験では，５６℃・６０分，７０℃・５分，煮沸・１

分で，それぞれ検出限界（７．５log１０）以下となり７），東京

都健康安全研究センターのデータでは６０℃・５分以

上，６５℃・３分以上の加熱で，７０℃以上では設定温度到
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達時点で検出限界（４log１０）以下となっている（http：／

／www．metro．tokyo．jp／INET／OSHIRASE／２００７／１１／

DATA／２０hb１４０１．pdf）．Duizer らによるネコカリシウ

イルスおよびイヌカリシウイルスを用いたデータで

は，２０℃・１週間，３７℃・２４時間，５６℃・８分，７１．３℃

・１分で３log１０減少し，４℃では２週間の観察で１log１０

以下しか減少していない８）．マウスノロウイルスとネコ

カリシウイルスを用いた１log１０低下に必要な時間を比較

したデータでは，それぞれ５６℃で３．５分，６．７分，６３℃で

２５秒，２５秒，７２℃で９．９秒，７秒で９），マウスノロウイル

スはネコカリシウイルスと比較して，特に低温加熱

（５６℃）に対し抵抗性が強い傾向が示唆されている．ス

キムミルク等に添加したA型肝炎ウイルスを用いた実

験では，８５℃・３０秒以内で検出限界（５log１０）以下

に，８０℃・７４．４秒（１．２４分）で５log１０減少している１０）．

ノロウイルスの構造タンパク質を発現して作製したノ

ロウイルス様粒子（VLP）の抗体に対する結合性を

ELISA法で調べた実験によると７２℃前後の加熱処理で

少なくても１０３程度の抗原性の減少が観察されている１１）．

Hewitt ら１２）は，ノロウイルスおよびA型肝炎ウイル

スの加熱による不活化試験の代替ウイルスとしてのマウ

スノロウイルスの有用性を感染価およびリアルタイム

PCR法によるRNA定量値を指標として検討した．感染

価を指標としたマウスノロウイルスとA型肝炎ウイル

スの比較では，水およびミルクにおいて，６３℃および

７２℃での熱感受性はD値（値が１log１０低下するのに必

要な時間）および経時的な感染価の推移において同様な

傾向を示した．一方，ノロウイルスを含め，RNA定量

値を指標として加熱による経時的変化をみると，ノロウ

イルスはマウスノロウイルスやA型肝炎ウイルスと比

較して定量値の低下が少なく，特に６３℃の水においてそ

の傾向が顕著であった．これらの結果から，Hewitt ら

はヒトノロウイルスはマウスノロウイルスやA型肝炎

ウイルスと比較して熱に対して抵抗性が強く，代替ウイ

ルスを用いての評価には注意が必要であると考察してい

る．

３．２ 紫外線，γ線
紫外線照射はカキの浄化用の海水の殺菌処理等に常用

されている．リン酸緩衝液中のネコカリシウイルス，A

型肝炎ウイルス，ポリオウイルス１型，大腸菌ファージ

MS２および大腸菌ファージ φX１７４を用いた紫外線によ
る不活化実験では，１log１０減少に必要な紫外線照射量

は，それぞれ４７．８５，３６．５０，２４．１０，２３．０４，１５．４８mWs

／cm２で，ネコカリシウイルスが最も不活化されにくか

った１３）．他の報告ではネコカリシウイルス，イヌカリシ

ウイルス，大腸菌ファージMS２の３log１０減少に必要な

紫外線照射量は，それぞれ１２０，２００，６５０J／m２で，大腸

菌ファージMS２，イヌカリシウイルス，ネコカリシウ

イルスの順に紫外線に耐性であり，ウイルスが含まれる

溶液中の蛋白質の濃度には特に影響を受けなかったと報

告されている１４）．また，滅菌済み下水二次流出水に添加

したネコカリシウイルス，ポリオウイルス，大腸菌ファ

ージMS２および大腸菌の４log１０減少に必要な紫外線照

射量は，それぞれ１９．０４，２７．５１，６２．５０，５．３２mWs／cm２

で，ネコカリシウイルスが大腸菌に次いで，紫外線照射

に感受性であったとする報告もある１５）．これらの結果の

違いの原因は現時点では不明である．

γ線照射に関しては，ネコカリシウイルス，イヌカリ
シウイルス，大腸菌ファージMS２の比較実験で３log１０

減少に必要な γ線照射量は，低濃度の蛋白質存在下で，
それぞれ５００，３００，１００Gyでネコカリシウイルスおよび

イヌカリシウイルスは大腸菌ファージMS２より耐性で

あること，および高濃度蛋白質存在下ではいずれの微生

物もほどんど γ線で不活化されなかったことが報告され
ている１４）．

３．３ pH

感作時間３０分の pH安定性試験で，イヌカリシウイル

スは pH５以下および pH１０以上で，ネコカリシウイル

スは pH２以下および pH１０以上で検出限界（５log１０）以

下に，ネコカリシウイルスは pH９，イヌカリシウイル

スは pH６で４log１０程度感染価が低下し，ネコカリシウ

イルスはイヌカリシウイルスと比較して，アルカリ側で

不安定，酸性側で安定している傾向があった．イヌカリ

シウイルスおよびネコカリシウイルスの両方が検出限界

（５log１０）以下になる条件は pH２以下および pH１０以上

であった８）．

マウスノロウイルスとネコカリシウイルスを用いた実

験（３７℃，３０分間の感作）では，ネコカリシウイルスは

pH２以下および pH１０で４log１０以上，pH３で３log１０以

上，pH４および pH７～pH９で２log１０程度不活化され

たのに対し，マウスノロウイルスは pH２～pH９で１

log１０以下，pH１０で１．８log１０程度しか低下せず，マウスノ

ロウイルスは pH２～pH１０の範囲で不活化されにくかっ

た９）．

３．４ 消毒剤

３．４．１ 次亜塩素酸ナトリウム

次亜塩素酸ナトリウムはノロウイルスの不活化に有効

な薬剤として最も常用されている．ネコカリシウイルス

を用いた実験では，５，０００ppm以上の次亜塩素酸ナトリ

ウムの１分間の作用で検出限界（５log１０）以下に不活化

された７）．１００～１，０００ppmの濃度では供試した製品ある

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ３９



いは報告により違いがみられ，１，０００ppm・１分間の作

用で２．５log１０程度しか不活化しないとする報告から，２００

ppm・３０秒間の作用で５log１０以上不活化されるとする報

告もある７，１６，１７）．

ネコカリシウイルスおよびイヌカリシウイルスを用い

た実験では，両ウイルスとも１０分間の作用で３，０００ppm

以上では検出限界（５log１０）以下に不活化され，３０ppm

以下では１log１０以下の減少であったが，３００ppmではネ

コカリシウイルスは１０分から３０分の作用で２log１０以下の

減少にとどまったのに対し，イヌカリシウイルスでは１０

分で３log１０以上，３０分で４log１０以上減少し，両ウイルス

の次亜塩素酸ナトリウムに対する抵抗性に違いが認めら

れている８）．

A型肝炎ウイルスを用いた低濃度の次亜塩素酸ナト

リウムによる実験では，１０mg／L・３０分の作用で，検出

限界（約５log１０）以下に不活化されている１８）．

３．４．２ アルコール類

アルコール類のうち消毒・殺菌に最も一般的に利用さ

れているエタノールでは，５０％・３分，７０％・３分，

８０％・５分，７５％・５分の作用でネコカリシウイルスが

４log１０以上不活化されたとする報告１７，１９）がある一方，１０

～１００％の濃度，１，３，１０分間の作用で効果を比較

し，すべての条件で２．３log１０（９９．４９％）以下の減少しか

なかったとする報告もみられる２０）．また，ネコカリシウ

イルスおよびイヌカリシウイルスを用いて７０％エタノー

ルの効果を経時的に調べた実験では，８分で２log１０以

下，３０分で３log１０，６０分で５log１０以上の減少がみられ，

エタノールの効果にはある程度の作用時間が必要とする

報告もある８）．

１-プロパノールではネコカリシウイルスは，５０％・３０

秒，７０％・３０秒，８０％・３分で４log１０以上の減少，２-プ

ロパノールでは，５０％・３分，７０％・５分の作用で４

log１０以上の減少がみられた１９）．一方，エタノールと同様

に１０～１００％の濃度で，１，３，１０分間の作用で効果を

比較し，すべての条件で２．８log１０（９９．８４％）以下の減少

しかなかったとする報告もある２０）．

ネコカリシウイルスに対してエタノール，１-プロパノ

ールおよび２-プロパノールの最も不活化効果の高い濃度

は，それぞれ６７％，６０％，５８％とされている１９）．その有

効性は試験管内では１-プロパノール＞エタノール＞２-プ

ロパノールの順だが，指先に付着させたネコカリシウイ

ルスを用いた場合では７０％エタノール＞７０％１-プロパノ

ール＞７０％２-プロパノールの順と報告されている１９）．

７０％エタノールと７０％１-プロパノールの効果を指先に付

着させたネコカリシウイルスを用いて比較した別の報告

でも同様の結果が得られている２１）．

以上のようにアルコールの不活化効果に関しては報告

によりかなり違いが認められている他，種々のアルコー

ル製剤に関しても有効性が認められるものとあまり認め

られないものが報告されている１７，２１）．一方Di Martino

ら２２）は，ネコカリシウイルスの種々の臨床分離株を用い

て，７０％エタノール，７０％２-プロプロパノール，７０％エ

タノールと３０％２-プロパノールの両方およびクロラミン

（２，５００μg／ml）に対する抵抗性を調べ，薬剤の種類，作
用時間に加え，ウイルス株によっても感受性に違いがあ

ることを示している．

エタノールにアルカリ性のトリエタノールアミン，ジ

エタノールアミン，モノエタノールアミンを加えるとネ

コカリシウイルスに対する不活化効果の増強が観察され

ている１７）．

３．４．３ その他の消毒剤等

炭酸水素ナトリウム（重曹）では，１０％（pH８．３）濃

度・１０分の作用によりネコカリシウイルスは検出限界

（４log１０）以下となっている２３）．また１％重層に１．３％グ

ルタールアルデヒドまたは活性化ジアルデヒドを併用す

ることにより，４log１０程度の不活化効果が観察されてい

る２３）．

第四級アンモニウム塩はネコカリシウイルスに対し不

活化効果はみられなかった７）．第四級アンモニウム製剤

のFormulation R-８２は２５６倍希釈液で，ネコカリシウイ

ルスに対し１０分間の作用で６log１０程度減少し，１，０００

ppmの次亜塩素酸ナトリウムに匹敵する不活化効果が

あった２４）．

過酢酸では，０．０５～０．１％濃度・３０秒の作用により，

ネコカリシウイルスは４log１０以上の減少がみられてい

る１７）．

二酸化塩素はネコカリシウイルスに対して不活化効果

がみられ，１５℃・pH８がその作用効果が高く，４log１０

の減少に必要な濃度は０．１８mg／L×分以下（１５秒の作用

で４．１５log１０以上の減少）であり，ネコカリシウイルスは

アデノウイルス４０型より二酸化塩素に対し耐性であっ

た２５）．

ヨード剤はネコカリシウイルスに対し不活化作用がみ

られ，０．８％濃度・１分間の作用で検出限界（５log１０）

以下７）に，１０％ポピヨンヨードで３０秒以内に３log１０以上

減少した１６）．

グルタールアルデヒドはネコカリシウイルスに対し不

活化作用を持ち，０．５％濃度・１分間の作用で検出限界

（５log１０）以下となり７），３％グルタラールで３０秒以内に

３log１０以上の減少を示した１６）．

オキシドール（通常３％の過酸化水素を含む）はネコ

カリシウイルスに対し効果がなかったとする報告１６）があ
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る一方，１．５％過酸化水素水の２０～４０分の作用で４～５

log１０程度感染価が減少したとする報告２６）もみられる．

炭酸ナトリウム（０．５％濃度，６０秒作用）および過炭

酸ナトリウム（１％濃度，４０秒作用）で４log１０以上のネ

コカリシウイルスの感染価の減少が認められているが，

それぞれ他のネコカリシウイルス株と比較して耐性を示

す株も認められている２６）．

ネコカリシウイルスに対し２～３log１０程度の感染価の

減少が報告されている消毒剤等としては，強酸性電解

水，クレゾール石鹸液，塩化ベンザルコニウム，中性洗

剤などがある１６，１７，２７）．アルカリ性洗剤（pH１１．７以上）や

洗浄機洗剤（pH１１．４３）など，アルカリ性の洗剤にもネ

コカリシウイルスに対し不活化効果が観察されてい

る１７）．

Poschetto ら２８）は，有機物存在下での有機酸，アルデ

ヒド，ハロゲン化合物，過酸化物による不活化について

調べた．有機酸（５５～６０％ギ酸，７％グリオキシル酸含

有），アルデヒド（２２～２５％グルタールアルデヒド，

１２％オリゴマー含有），ハロゲン化合物（１２％次亜塩素

酸Na），過酸化物（１４～１６％過酢酸，２２～２４％過酸化水

素，＜１５％酢酸）によるネコカリシウイルスの不活化

は，アルデヒドを除き，有機物が含まれると不活化効果

は減少した．

Beekes ら２９）は，SDS，水酸化ナトリウム，１-プロパノ

ール（n-プロパノール）を含む配合物の不活化効果をプ

リオン，ポリオウイルス，A型肝炎ウイルス，カリシ

ウイルス（マウスノロウイルスを含む），細菌（Entero-

coccus. faecium およびMycobacterium. avium），真菌（As-

pergillus niger）を用いて調べた．ウイルスに対する効

果をみると，２０分の作用で単体のエタノールまたはプロ

パノールは上記のウイルスに対して有意な不活化効果が

みられなかったが，２０％n-プロパノールあるいは５０％エ

タノールを SDSおよび水酸化ナトリウムの混合物とし

て使用したところ，カリシウイルス，A型肝炎ウイル

ス（追加の有機負荷物として１０％FCSを添加），ポリオ

ウイルス（追加の有機負荷物として１０％FCSを添加，

または添加なし）に対して４log１０以上の不活化効果が観

察された．これらの結果およびプリオンや細菌に対する

不活化試験の結果，０．２％SDS，０．３％水酸化ナトリウ

ム，２０％n-プロパノールの配合物が優れていると結論し

ている．

３．５ 静水圧処理，高圧ホモジナイゼーション

静水圧処理（Hydrostatic Pressure Treatment）は，

液体中で２００～６００MPa 程度の圧力を加えることにより

殺菌する方法であり，種々の細菌やウイルスに対してそ

の有用性が報告されている．本法の大きな特徴は，蛋白

変性が起こりにくいことであり，食品中の微生物の殺菌

や輸血用血液中のウイルスの不活化などへの応用が期待

されている３０）．もう一つの特徴として，静水圧処理に対

する抵抗性は分類学的な近縁性と必ずしも一致しないこ

とが挙げられる３０）．このことは一般に分類学的に近縁な

ウイルス同士は加熱や消毒剤等に対し類似した抵抗性を

示す場合が多いことと対照的であり，静水圧処理に関し

ては代替ウイルスでの結果は必ずしもヒトのノロウイル

スに当てはまらない可能性があることを念頭におく必要

がある．

ネコカリシウイルスを用いた実験では，２００MPa・４

分（０℃以下，５０℃）または２５０Mpa・２分（０℃以下，

５０℃）の条件で４log１０以上３１），２７５MPa・５分間（約２１

℃）で７log１０以上３２）の感染価の低下が認められている．

また，マウスノロウイルスによる実験では，３５０Mpa・

５分（５℃）で５．５６log１０の感染価の低下が認められ，ま

たカキ中のマウスノロウイルスにおいても４００MPa・５

分・５℃の条件で４．０５log１０の減少が認められている３３）．

A型肝炎ウイルスでは，４５０Mpa・５分（約２１℃）で７

log１０以上の感染価の低下が認められ３２），カキ中のA型肝

炎ウイルスでは，４００MPa・１分（２０℃以下）で３log１０

以上の感染価の低下が認められている３４）．培地の替わり

に海水中でA型肝炎ウイルスの静水圧処理を行うと不

活化されにくくなることから，海水中の塩分がウイルス

の保護作用を示すことが推察されている３２）．以上のネコ

カリシウイルス，マウスノロウイルス，A型肝炎ウイ

ルスの静水圧処理に対する抵抗性は，ポリオウイルスや

コクサッキーA９型ウイルスなどと比較して，弱い傾向

にある３２）．

Buckowら３５）は，ネコカリシウイルスをモデルとして

静水圧処理による不活化を検討した．７５℃・２分の加熱

および４５０MPa・１５分の静水圧処理の結果に基づきパラ

メータを設定し，５００MPa までの種々の圧力および５～

７５℃の温度での不活化条件を明らかにし，食品の静水圧

処理による不活化の有用性を報告している．

Shimazaki ら３６）は異なる４種類のA型肝炎ウイルスを

用いて加熱および静水圧処理による不活化効果を調べ

た．細胞馴化したKRM２３８（サブゲノタイプ IIIB），

KRM００３（IIIB），KRM０３１（IA），TKM００５（IB）の

HAV株を使用し，６０℃で最長１０時間の加熱処理した結

果，３～５log１０感染価が減少した．KRM２３８およびTKM

００５は他の２株よりも不活化されにくかった．４２０MPa

（２５～３０℃で１分間加圧し，直ちに除圧するサイクルの

３回繰り返し）の高静水圧処理では３～５log１０減少し，

KRM０３１が他の株と比較して不活化されやすかった．

Grove ら３７）は，塩分を含む緩衝液中のA型肝炎ウイル

スの高静水圧処理による不活化のデータを基に，モデル

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ４１



化を試みた．不活化のデータにはバラツキがみられた

が，対数線形モデルを用いることにより，特定の処理条

件で補間が可能で，モデル式を作成できた．そこで，塩

分濃度を１５g／L または３０g／L に調整したマガキ乳剤にA

型肝炎ウイルスを接種して，そのモデルを評価した．

３７５MPa 以上の高静水圧処理の場合，マガキ乳剤中では

緩衝液中と比較して，A型肝炎ウイルスは不活化され

やすく，そのため，３７５MPa 以上の高静水圧処理におい

ては，本モデルは安全性が担保できるフェイルセーフ

（実際の不活化の程度より少ない不活化であると予測す

る）の結果を予測した．このことから，本モデル式は，

高静水圧処理によるカキの安全性を把握するための有益

なモデルになる可能性があると考察している．塩分に関

しては，３０g／L の濃度と比較して，１５g／L の濃度におい

てA型肝炎ウイルスの不活化効果は高い傾向にあり，

特に緩衝液中で顕著であった．

Lou ら３８）は培地および新鮮農産物に接種したマウスノ

ロウイルスの高静水圧処理による不活化を検討し

た．４００MPa，２分間，４℃の高圧処理でマウスノロウ

イルスは５log１０以上減少した．ウイルスの生存性は圧

力，pHおよび食品の成分に影響し，２０℃より４℃の場

合が不活化されやすく，さらに酸性（pH４）より中性

（pH７）の環境で不活化されやすかった．食品にウイル

スを添加した場合の不活化効果は培地の場合より低く，

不活化の程度は食品の種類（pH）により異なったこと

から，食品には高静水圧処理による不活化に対して保護

作用があると述べている．高静水圧処理による不活化の

原因は主にウイルスRNAの分解（degradation）では

なくカプシド蛋白質の破壊（disruption）によった．し

かし，高静水圧処理はカプシド蛋白質の分解（degrada-

tion）は起こさず，抗原性は保持したままであった．以

上から農産物中のノロウイルスの不活化に高静水圧処理

が有用であると報告している．

高圧ホモジナイゼーションとは，近年開発した殺菌処

理の一手法で，高静水圧処理とは異なるものであり，

元々バルブ式ホモジナイゼーションに由来する．バルブ

式ホモジナイゼーションは非熱的処理法の１つで，液体

食品を強制的に狭い管（オリフィス）に通す方法であ

る．２０MPa 以下の低圧ホモジナイゼーションは，１９００

年にAuguste Gaulin によって発明されて以来，牛乳の

脂肪分離（クリーミング）を防止する目的で，乳業界で

広く用いられてきた．１９００年代初期には約１５０MPa に達

するホモジナイザーが開発され，さらに現在の技術では

４００MPa のホモジナイズ圧が可能となっている（高圧ホ

モジナイゼーション）．高圧ホモジナイゼーションにか

けられた液体食品には，高静水圧，剪断応力，乱流，キ

ャビテーション，衝突，温度といった複数の物理現象が

加わる．高静圧処理が比較的低圧（＜４００MPa）での連

続処理法で分単位の長い作用時間を要するバッチ処理で

あるのに対して，高圧ホモジナイゼーションは曝露時間

が秒単位と短い連続処理である．

高静圧処理によるウイルス等の不活化に関するデータ

は多く認められるが，高圧ホモジナイゼーションによる

不活化の報告はこれまでみられなかった．D’Souza ら３９）

はヒト腸管系ウイルスの代替ウイルスとしてマウスノロ

ウイルスおよびMS２大腸菌ファージを用いて高圧ホモ

ジナイゼーション処理に対する影響を調べた．ホモジナ

イゼーション圧力を０，１００，２００，２５０，および３００MPa

（ホモジナイザーの最大圧力）として処理を行ったとこ

ろ，曝露温度はそれぞれ２４，４６，６３，７０，７５℃となった

（時間は２秒未満）．MS２が接種量（約６log PFU）から

約３log PFU不活化されたのは，ホモジナイゼーション

圧３００MPa・７５℃の条件だけであった．また，マウスノ

ロウイルスは３００MPa で約０．８log PFU不活化された．

これらの結果を既報の高靜圧処理による不活化の結果と

比較すると，MS２バクテリオファージは６００MPa・２℃

・５分間の処理と同等以上であったが，マウスノロウイ

ルスは３５０PMa・２℃・５分間での高静圧処理よりも不

活化の程度は低かった．今後の研究に進展が期待され

る．

３．６ マイクロバブル

マイクロバブルとは，水中で発生する気泡のうち発生

時の直径が１０マイクロメートル～数十マイクロメートル

以下の微細な気泡をいい，有害物質の分解除去技術や殺

菌技術のひとつとして注目されている．ノロウイルスと

ネコカリシウイルスをそれぞれオゾンナノバブル水（電

解質イオンを含む水中でオゾンのマイクロバブルを強制

的に圧壊して作製したもので，オゾンと同等以上の酸化

力を長期間維持可能な状態にしたもの）と混合した後，

マイクロバブル処理あるいはバブリングによるオゾンの

追加供給を行うと，感染性ウイルスは検出されず（ネコ

カリシウイルス），RT-PCR法による遺伝子検出も陰性

化した４０）．人工的にネコカリシウイルスをカキに取り込

ませた後，オゾンナノバブル水中で６時間処理すると，

殻付きカキおよびむき身カキの中のネコカリシウイルス

の感染価は約２log１０低下し，カキ自体は生きたままで，

白色化（体内の外来性有機物の分解除去によると推定）

したと報告されている４０）．

３．７ 超音波

Su ら４１）は，PBSまたはオレンジジュースに添加した

ネコカリシウイルスF９株，マウスノロウイルス，バク

テリオファージMS２に対する超音波による不活化効果
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を検討した．１０６PFU／mL以下あるいは１０４PFU／mL以

下のウイルスを含む PBSまたはオレンジジュースを超

音波破砕機プローブを氷冷サンプルに挿入して２０kHz

で破砕（３０秒ごとにオン，オフをくりかえす方法で破

砕，最大３０分）ウイルス不活化効果を検証した．プラー

クアッセイによる感染価測定により判定した結果，不活

化効果はウイルスの種類や，希釈率，希釈媒体に依存

し，１０４PFU／mL以下の力価では，PBSで希釈した場合

に検出限界以下となる時間は，ネコカリシウイルスが５

分，バクテリオファージMS２が１０分，マウスノロウイ

ルス１型が３０分であった．オレンジジュースで希釈した

場合は，ネコカリシウイルスは１５分で検出限界以下とな

ったが，マウスノロウイルスは３０分の超音波破砕後でわ

ずか１．５５log１０（９７．２４％）の不活化にとどまった．１０６

PFU／mLのウイルス液の場合は，PBSで希釈した場合

でも３０分の超音波破砕で，ネコカリシウイルスが２．６７

log１０（９９．７９％），バクテリオファージMS２が４．６２log１０

（９９．９９８％），マウスノロウイルスが０．０７log１０（０％）の

不活化効果となった．このことから，超音波破砕だけで

はウイルスの不活化効果は不十分であり，他の加熱や加

圧，抗微生物剤との組み合わせが必要である，と報告し

ている．

４ 環境，食品中での生存性と不活化

４．１ 水環境中における生存性と不活化

下水処理時における塩素消毒を想定した不活化実験

で，滅菌処理済下水一次流出水中におけるネコカリシウ

イルスは３０mg／L（ppm）・５分間の作用で，４log１０以上

感染価が低下したと報告されている１５）．ポリオウイルス

は同じ濃度の次亜塩素酸ナトリウムを３０分作用しても

２．８５log１０の低下にとどまっていることから，ネコカリシ

ウイルスはポリオウイルスと比較して次亜塩素酸ナトリ

ウムで不活化されやすいとしている．

Bae ら４２）は，地上水（surface water）と地下水（ground

water）における生存性をマウスノロウイルス，ネコカ

リシウイルス，ポリオウイルス，MS２ファージを用いて

調べた．感染価と PCR法による遺伝子定量を行った結

果，２５℃においてネコカリシウイルスは感染価および遺

伝子定量値の減少が顕著であり，他のウイルスと比較し

て生存性が低くノロウイルスの代替ウイルスとして適さ

ないとともに，マウスノロウイルスは生存性が高く重回

帰分析でもノロウイルスと有意な違いはなかったことか

ら，地上水や地下水における生存性試験ではマウスノロ

ウイルスがノロウイルスの代替ウイルスとして適当であ

ることを示した．

飲料水中の次亜塩素酸ナトリウムによる不活化効果を

ノロウイルスのボランティア投与で調べた報告では，他

のウイルス（ポリオウイルス，ロタウイルス）が３．７５～

６．２５mg／L・３０分の作用で検出限界（１～４log１０）以下

に不活化されたのに対し，ノロウイルスでは１０mg／L・

３０分間の作用でも８名中１名が発症（抗体価上昇は０

名）したことから，同条件で完全には不活化されず，ノ

ロウイルスはポリオウイルス，ロタウイルスと比較して

塩素に耐性であるとしている２）．一方，Shin ら４３）は，塩

素要求フリー（chlorine demand-free）の水およびクロ

ロフォルム処理，フィルター処理で精製したウイルス粒

子を用いて，ノロウイルスの塩素に対する抵抗性を厳密

に調べた．短い増幅産物（１９７～２６０bp）と長い増幅産

物（４９４～１，０３３bp）が得られる２種類のRT-PCRで不

活化効果を判定した結果，１mg／L あるいは５mg／L の

通常の水道水の不活化に使用される塩素濃度でノロウイ

ルスは対照としたポリオウイルス，MS２ファージと比較

して，MS２よりは抵抗性であるがポリオウイルスよりは

感受性であり，これまでの報告ほどノロウイルスは塩素

に対し耐性ではなく，適切な塩素処理で飲料水のノロウ

イルスの汚染は制御できると述べている．

Kahler ら４４）は，異なる３条件の原料水中のヒトアデ

ノウイルス２型，コクサッキーウイルスB５型，エコーウ

イルス１型，マウスノロウイルスの塩素処理による不活

化効果について検討した．塩素濃度０．２または１mg／

L，水温５または１５℃でそれぞれのウイルスに対する不

活化効果を検討したところ，マウスノロウイルスに対し

て最も高い不活化効果を示し，コクサッキーウイルスB

５型に対して最も弱かった．水温１５℃（pH７）のほうが

より早く効果がみられ，また原料水の性状により効果に

違いがみられた．CT値＝塩素濃度（mg／l）×処理時間

（min）として３log１０の不活化に要するCT値を比較した

結果，塩素濃度０．２mg／L・水温５℃・pH７の条件でマ

ウスノロウイルスは０．０１６～０．０２３，ヒトアデノウイルス

２型は０．０３５～０．９９，エコーウイルス１型は０．４９～０．８４，

コクサッキーウイルスB５型は３．２～５．２となり，他と比

較してコクサッキーウイルスB５型は原料水の状態によ

っては最大２００倍の処理時間を要した．このことは，

USEPAの原料水処理に関するガイドライン（Guidance

manual for compliance with the filteration and disinfec-

tion requirements for public water systems using sur-

face water sources）に示されるものより４倍高いCT値

であった．

Cromeans ら４５）は，飲料水中のヒトアデノウイルス（２

型，４０型，４１型），エンテロウイルス（コクサッキーウ

イルスB３型，B５型，エコーウイルス１型，１１型），マウ

スノロウイルスに対する，塩素，モノクロラミンによる

不活化効果を処理前後の感染価を測定することで検討し

た．塩素処理に対して（濃度０．２mg／L，水温５℃の条

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ４３



件），３log１０の不活化時のCT値（mg・min／L）はマウ

スノロウイルスが０．０２未満で最も塩素感受性であり，次

いでアデノウイルス（０．０１～０．１２），エコーウイルス

（０．９７～１．３），コクサッキーウイルスB３型（１．１～

１．４），コクサッキーウイルスB５型（５．５～７．６）の順

で，コクサッキーウイルスB５型が最も耐性であった．

モノクロラミン（１mg／L，５℃）に対しては，エコー

ウイルス１型が最も高感受性でCT値１５～１８，マウスノ

ロウイルスも感受性が高い（７０～７８）のに対して，アデ

ノウイルス２型やエコーウイルス１１型はCT値１，０００以上

で感受性が低かった．また，モノクロラミン処理につい

ては，塩素処理よりもウイルス間の感受性に大きな差が

あり，飲料水のリスク管理や処理システムの構築につい

て有用な知見を報告している．

上記２つの報告ではいずれも飲料水における塩素処理

に対して供試ウイルスの中でコクサッキーウイルスB５

型が最も抵抗性が強いことを示している．このことから

飲料水中の塩素の不活化に対してはコクサッキーウイル

スB５型を指標として用いることで効率的にウイルス学

的な安全性を試験できる可能性がある．

Kitajima ら４６）は飲料水中のヒトノロウイルス，マウス

ノロウイルス，ポリオウイルス１型の塩素による不活化

について検討した．浄水施設で採取した塩素フリーの飲

料水に３種類のウイルスを接種し，０．１または０．５mg／L

の濃度の塩素を添加した結果，プラークアッセイによる

感染性ウイルス測定では，マウスノロウイルスは塩素濃

度０．１mg／L・１２０分または０．５mg／L・０．５分の処理で４

log１０の不活化効果を示し，ポリオウイルス１型では０．１

mg／L・１２０分で３．８４log１０，０．５mg／L・２分で４．６５log１０の

不活化効果を示した．一方，リアルタイムRT-PCRで

遺伝子検出を行った結果ではマウスノロウイルスは塩

素濃度０．１mg／L・１２０分で０．０４log１０，０．５mg／L・２分で

１．１５log１０となり，ヒトノロウイルス（０．１log１０，０．８

log１０）と大きな差はみられなかった．また，感染性ウイ

ルスの減少はウイルスRNAの減少よりも大きかったこ

とから，リアルタイムRT-PCRで検出されるウイルス

は必ずしも感染性ウイルスを検出しているとは言えず，

飲料水における適切な塩素処理はノロウイルスのリスク

低減に効果があると報告している．

Limら４７）はマウスノロウイルスと，大腸菌ファージ

MS２に対する塩素および二酸化塩素による不活化効果に

ついて感染価測定（プラークアッセイ）とショートおよ

びロングテンプレートの２種類のリアルタイムRT-PCR

を用いて比較検討した．プラークアッセイによる感染価

測定では，塩素処理による３log１０の不活化時のCT値

（mg・min／L）はマウスノロウイルスで０．２４５（５℃，塩素

濃度０．１９３mg／L），０．１７９（２０℃，０．１８４mg／L），大腸菌フ

ァージ MS２では０．３６０（５℃，０．１７４mg／L），０．１４２（２０

℃，０．１７２mg／L）であった．二酸化塩素処理による３

log１０不活化時のCT値はマウスノロウイルス０．１４７

（５℃，０．２８８mg／L），０．０５５（２０℃，０．２５５mg／L），大腸菌

ファージMS２では０．２０７（５℃，０．１７４mg／L），０．０７１（２０

℃，０．１７８mg／l）となった．USEPA Guidance manual for

virus disinfection では５℃の条件で塩素濃度８mg／L，

二酸化塩素３３．４mg／L で CT値が６（塩素），１７．１（二

酸化塩素）であり，今回の実験ではガイドラインよりも

十分低容量でウイルスの不活化が確認できたことから，

EPAのガイドラインはノロウイルス不活化に十分有効

な処理濃度を示していると考えられる．一方でリアルタ

イムRT-PCRによる測定では，マウスノロウイルス，

大腸菌ファージMS２ともに，塩素，二酸化塩素処理に

よって遺伝子検出量の低下がほとんどみられなかった．

また，マウスノロウイルスは大腸菌ファージMS２より

も塩素や二酸化塩素処理に高感受性であったので，モニ

タリング指標としてMS２を用いることは可能である，

と報告している．

Limら４８）はマウスノロウイルスのオゾンによる不活化

についてプラークアッセイによる感染性ウイルス検出

と，リアルタイムRT-PCRによる遺伝子検出により検

討した．マウスノロウイルスの不活化には，温度より

も，pHが大きく影響し，pH５．６よりも pH７の条件でよ

り不活化効果が高いことが示された（オゾン濃度は１

mg／L）．不活化時におけるCT値（mg・min／L）は０．３

（２log１０），１．２（３log１０）で USEPA guidance は０．６（２

log１０），０．９（３log１０）であり，２log１０不活化において，

USEPAガイドラインは十分有効であるが，３log１０不活

化については，今回の実験結果より，USEPAよりも高

いCT値となるように見直す必要が示唆された．過去の

報告において，３log１０不活化の CT値はアデノウイルス

（０．０４～０．１０mg／L・min），ポリオウイルス（０．３７mg／

L，１０s），A型肝炎ウイルス（５log１０，１mg／L，６０s）

であり，今回のマウスノロウイルス（１．１８mg／L・

min）と比較すると低い傾向にあることから，ノロウイ

ルスは他の腸管系ウイルスよりも高濃度のオゾン処理が

必要だと考えられ，加えて処理する水の状態（酸化物な

どの不純物の含有量等）も考慮すべきであると報告して

いる．

Park ら４９）は飲料水中のマウスノロウイルス，ネコカ

リシウイルス，エコーウイルス１２型と大腸菌ファージ

MS２に対する紫外線（２５４nm）による不活化効果を検討

した．ペトリディッシュにウイルス液を入れ，紫外線照

射後に感染性ウイルスをプラークアッセイで測定するこ

とにより不活化効果を検討した．培養上清中のウイルス

に対しては，４log１０不活化時にマウスノロウイルス２９
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mJcm‐２，エコーウイルス１２型３０mJcm‐２，ネコカリシウ

イルス２５mJcm‐２，大腸菌ファージMS２が７０mJcm‐２の紫

外線照射が必要であった．また，細胞内のエコーウイル

ス１２型は上清中に比べて，およそ２．８倍紫外線に対して

抵抗性を示した．ヒトノロウイルスの代替えとしてはネ

コカリシウイルスよりもマウスノロウイルスやエコーウ

イルス１２型がより適切と考えられ，細胞の有無や指標と

する代替ウイルスの性状を踏まえた上で飲料水中のヒト

ノロウイルスに対する紫外線照射による不活化につい

て，効果的な方法を考慮すべきであると述べている．

Love ら５０）はヒトアデノウイルス２型，ポリオウイルス

３型，バクテリオファージ（MS２，Q-Beta SP，Fi，M

１３，PRD１，Phi-X１７４）とカリフォルニアアバロン湾で

採取した大腸菌ファージを用いて，太陽光シミュレータ

による不活化効果を検討した．ウイルスは PBSまたは

海水で希釈し，実験室内で最大１２時間，太陽光シミュレ

ータで照射し，感染性ウイルス量を計測した結果，もっ

とも抵抗性を示したのはアデノウイルス２型とMS２であ

り，太陽光による不活化が病原体除去の主要な機序とな

る淡水での汚染指標としてMS２が有用であることを示

した．

De Gusseme ら５１）は，Lactobacillus fermientum の菌体

表面の銀粒子が抗ウイルス効果を示すという点に注目

し，ポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に固定化した銀

による飲料水中のウイルス不活化について検討した．バ

クテリオファージUZ１に対する不活化効果は，２，５００

mg／m２の銀ナノ粒子をコートした PVDF膜を使用

し，３．１L／m２h の流速でウイルス液を処理した場合に

３．４log１０の不活化効果を示した．また，フィルター濾過

により，溶出銀の濃度は２７１μg／L から飲料水の基準１００
μg／L まで低減できた．このシステムを用いて毎時７５L／
m２の流速で PVDF膜処理を行えば，３log１０のウイルス

不活化効果が小スケールで期待できるとしている．

Shirasaki ら５２）は，凝集セラミックマイクロフィルタ

ー処理によるノロウイルスの除去効果を，リコンビナン

トノロウイルス様粒子とバクテリオファージQ-beta，

MS２を用いて検討した．凝集剤として PACl を１．０８mg-

Al／L で使用した場合に，４log１０以上のノロウイルス様

粒子の除去効果が確認でき，USEPAの求める４log１０の

除去・不活化を満たした．Q-beta とMS２に関しては２

log１０または１log１０程度ノロウイルス様粒子よりも低い

が，除去効果を示したことから，感染性ノロウイルスに

ついてはさらなる検討の必要があるが，凝集セラミック

マイクロフィルターを用いたウイルス除去が飲料水の浄

化に有用であり，MS２をノロウイルスの代替指標に使用

できることが示唆されたと報告している．

Huら５３）は，Ag-AgI／Al２O３の光触媒作用を利用した飲

料水中の腸管病原微生物の不活化について検討した．ビ

ーカー内で，菌希釈液に粉末Ag-AgI／Al２O３（０．２g／L）

を入れて，４２０nm＜の可視光を照射し，コロニー形成能

を計測することで不活化効果を検討したところ，S.dy-

senteriae（pH７．２５，１０分），E.coli（pH７．２５，６０分）ともに

８log１０の不活化効果が示された．また，Ag-AgI／Al２O３

の不活化効果は，水中に存在するHCO３-SO４２‐により増

強されたことから，病原微生物と銀ナノ粒子間，無機陰

イオンと銀ナノ粒子間の電子移動が，フリーラジカルを

形成し，細菌を不活化する，というメカニズムについて

報告している．

二酸化チタン（TiO２）は，紫外線によって-OH，O２-，

HO２-，H２O２等のフリーラジカルを放出し，その強力な

酸化力により殺菌作用を示すとされている．Lee ら５４）

は，２５mJ／cm２の紫外線照射によりマウスノロウイルス

は二酸化チタン存在下で３．６log１０，非存在下で３．３log１０の

減少を示し，紫外線照射および二酸化チタンの併用の有

用性を報告した．

Katz ら５５）は下水汚泥のアルカリ処理による不活化に

おいて雄菌特異的バクテリオファージ２（MS２）が，A

型肝炎ウイルス（HM-１７５／１８f 株）あるいはレオウイル

ス（T１Lang 株）の指標になるかを調べた．４℃におけ

るレオウイルス，２８℃におけるレオウイルスおよびA

型肝炎ウイルスの不活化率は，すべての計測時点におい

てMS２の不活化率とほぼ同じであった．４℃の場合０．１

時間および２時間の処理ではMS２はA型肝炎ウイルス

よりも速く不活化されたが，１２時間および２４時間の処理

ではほぼ同じように不活化された．この結果からMS２

のようなファージが，腸内ウイルスの２８℃におけるアル

カリ安定化処理時の残存性をモニタリングする指標とな

りうると考察している．

Charles ら５６）は，地下水におけるヒトの腸管系ウイル

ス（アデノウイルス，エンテロウイルス，ノロウイル

ス）の汚染指標としての大腸菌ファージの有用性を評価

するため，感染価およびリアルタイム PCR法による

RNA定量値を比較した．１２℃の地下水において，感染

価に基づくウイルスの安定性は，安定性の高い順に大腸

菌ファージ ΦX１７４＞アデノウイルス２型＞大腸菌ファー
ジ PRD１＞ポリオウイルス３型＞コクサッキーウイルス

B１型であった．PCRによる RNA検出による順序は，

GII ノロウイルス＞アデノウイルス＞GI ノロウイルス＞

エンテロウイルスであった．これらの結果から，地下水

のヒト腸管系ウイルスの汚染指標としては安定性の高い

大腸菌ファージやアデノウイルスが適していると考察し

ている．

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ４５



４．２ 食品中における生存性と不活化

近年特に欧米においては新鮮な，あるいは冷凍した野

菜・果物によるノロウイルス集団発生が問題となってい

る．Butot ら５７）は A型肝炎ウイルス，ノロウイルス，ロ

タウイルスおよびネコカリシウイルスを用いて生鮮野菜

・果物における生存性と不活化法を検討した．ブルーベ

リー，ラズベリー，イチゴ，バジル，パセリを用いた－

２０℃，２日間の凍結保存により，イチゴにおいてネコカ

リシウイルスの生存性が減少（２．７log１０）した以外，感

染価（ノロウイルスはリアルタイム PCRによる遺伝子

定量のみ）の減少は概ね１log１０以下で，顕著な減少は観

察されなかった．９０日間の観察では，A型肝炎ウイル

スとロタウイルスはほぼ同様な動態を示し，ロタウイル

スがブルーベリーとバジルで凍結後２日目以降に１log１０

減少した以外ほとんど感染価の減少は観察されなかっ

た．ノロウイルスのGI と GII の比較ではGII の生存性

が低い傾向にあり，GII はブルーベリーでは９０日間で

２．３log１０の減少が観察された．これらの生鮮農産物から

のウイルスの除去効果の検討では，冷水および温水を用

いた場合GI ノロウイルスが洗浄後不検出であったこと

を除き，概ね１．５log１０以内の減少で，ほとんどのウイル

スは除去されなかった．２００ppmの塩素水による洗浄で

は，ネコカリシウイルスで特に除去効果が大きく，

GI，GII のノロウイルス，A型肝炎ウイルスでもブルー

ベリー，イチゴ，バジルで有意に減少したが，ラズベリ

ー，パセリではノロウイルス，A型肝炎ウイルスで顕

著な減少は観察されなかった．塩素水による洗浄におい

てA型肝炎ウイルスは他のウイルスと比較して，抵抗

性が強かった．ラズベリーとパセリの二酸化塩素による

洗浄では，５，１０，２５，５０ppmの１分間の作用でほと

んど減少効果はなく，１０分の作用でも２log１０以下の減少

にとどまり，ウイルスの除去の困難性を示した．

Mattison ら５８）は，ネコカリシウイルスを用いて，レタ

ス，イチゴ，ハム，およびステンレスにおける生存性を

調べた．１０％糞便乳剤のろ過液で作製したウイルス液を

付着・乾燥後，４℃または室温で７日間観察した結

果，４℃での生存性が高い傾向にあり，イチゴを除き，

レタス，ハム，およびステンレスでは７日目まで感染性

ウイルスが検出された．特に，ハムでの生存性が高く，

乾燥しにくいあるいはハムの成分がウイルスの保護作用

があるなどの理由からハムはウイルスの感染性保持に適

した環境であると考察している．

Hewitt ら５９）は，ニュージーランドの緑イ貝（Green

shell mussel，Perna canaliculus）を用いて煮沸および蒸

し焼きによる不活化を検討した．供試した６ロット５０個

体の緑イ貝は煮沸により，加熱開始後１７０秒で中心温度

９０℃（ニュージーランドでは９０℃・９０秒の加熱がウイル

スの不活化に推奨されている）に達し，２１０秒で殻が開

いたことから，殻が開いた時点ではウイルスの不活化に

は十分ではないことを示唆した．また，１８０秒の蒸し焼

きでは中心温度は６３度で，A型肝炎ウイルスは１．５log１０

の減少，１８０秒間の煮沸水への浸漬では中心温度９２℃

で，A型肝炎ウイルスは検出されなかった．これらの

結果から，煮沸水での３分間の浸漬をウイルスの不活化

に推奨している．加熱によるカキの内部温度の変化を調

べた別の報告では，室温に戻したカキの煮沸水中での中

心温度は１分間で７８℃・１分３０秒で８８℃６０）に達したと報

告されている．また，湯温１０４℃で中心温度が８０℃を超

えるために必要な時間は冷蔵カキで２分，冷凍カキで３

～４分であったとする報告がある６１）．

Baert ら６２）は，集団発生の原因となっているラズベリ

ーについて，加熱による殺菌効果をマウスノロウイル

ス，大腸菌，および B.fragilis HSP４０に感染するファージ

B４０-８を用いて調べた．ラズベリーピューレに各微生物

を汚染させた場合，６５℃・３０秒の加熱でそれぞれ１．８６，

２．７７，３．８９log１０，７５℃・１５秒の加熱で２．８１，３．６１，３．４４

log１０の感染価の減少が認められた．さらにマウスノロウ

イルス，B４０-８ファージについて加熱後，４℃・２４時間

冷蔵保存した結果，感染価の低下は認められなかった．

Baert ら６３）は，玉ねぎ，ほうれん草における洗浄によ

る除去および生存性等についてマウスノロウイルスを用

いて調べた．表面汚染させた輪切り玉ねぎの飲料水

（portable water）による１回の洗浄（１００ml の水による

２５秒の攪拌）で０．３９log１０の減少，ほうれん草では１回の

洗浄（１０gのほうれん草を３５０ml の水で２分間攪拌）で

１．０１log１０，３回の洗浄で１．２６log１０の減少であった．一

方，４．９８±０．２１log１０PFU／ml を含む水から輪切り玉ねぎ

には３．２１±０．５８log１０PFU，ほうれん草（１０g）には３．７４

±０．２８log１０PFUのマウスノロウイルスが移行した．水

およびほうれん草洗浄水における生存性を調べた結果，

飲料水では７日間でほとんど感染価は減少せず，ほうれ

ん草洗浄水では６日目までほとんど感染価の減少はなか

ったが，６～７日目にかけて０．６７log１０の減少があった．

また，過酢酸によるマウスノロウイルスの不活化効果

を飲料水（pH８．１８）あるいは脱ミネラル水（demine-

ralized water，pH５．６２）で希釈した液で調べたとこ

ろ，２０ppmの過酢酸の５分の作用で脱ミネラル水（pH

４．１３）では２．８８±０．２５log１０PFU，飲料水（pH７．７０）で

は２．４１±０．１８log１０PFU不活化され，最大の不活化は１５０

ppmの過酢酸を含む脱ミネラル水（pH３．５８）を用いた

場合で，４．２９±０．１５log１０の減少であった．ほうれん草の

湯煎（ほうれん草５０gを８０℃または９０℃の飲料水に１分

間浸漬後，速やかに１分間４℃で冷却）では不検出とな

った．この時点のほうれん草のペルオキシダーゼ活性を
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みると８０℃では３５．６％，９０℃では７８．８％が失活してお

り，この活性を指標に利用することができると報告して

いる．また，きざんだ（shredded）玉ねぎおよびぶち

切り（chopped）ほうれん草に汚染させたマウスノロウ

イルスの―２１℃における生存性は６カ月間でほとんど変

動はなかった．過酢酸は殺菌消毒薬として使用され，主

に医療器具の滅菌，殺菌，消毒に０．２～０．３％の濃度で用

いられている．ほとんど全ての細菌，真菌，芽胞，ウイ

ルスに対しグルタルアルデヒドと同等かそれ以上の効果

を示すが，グルタルアルデヒドと異なり，人体に対する

影響が少ない．分解生成物は酢酸，過酸化水素で，過酸

化水素は最終的に水と酸素に分解されるため，実質的に

ほぼ無害である．また，過酢酸は炭疽菌に代表される芽

胞にも有効であり，グルタルアルデヒド，ホルムアルデ

ヒド，次亜塩素酸ナトリウム，過酸化水素とともに世界

保健機関（WHO）が炭疽菌の消毒薬として推奨するも

ののひとつとなっている．

Fino ら６４）は，いちご，青ネギ，レタスに付着するA

型肝炎ウイルス，アイチウイルス，ネコカリシウイルス

の紫外線による不活化を検討した．２４０mWs／cm２の照射

で，レタスでは４．５～４．６log１０，青ネギでは２．５～５．６

log１０，イチゴでは１．９～２．６log１０の減少で，レタスの表面

が最も不活化されやすく，ストロベリーの表面が最も不

活化されにくかった．４０，１２０，あるいは２４０mWs／cm２

の照射量で，不活化効果に大きな違いはなかった．

Butot ら６５）は，ベリーおよびハーブの表面に存在する

可能性がある腸管系ウイルスの不活性化に関するフリー

ズドライ，フリーズドライ＋加熱，スチームブランチン

グの有効性を判定するためのモデル実験を行った．A

型肝炎ウイルスおよびネコカリシウイルスの不活性化

は，ウイルス培養および定量的RT-PCRで評価し，ノ

ロウイルスの生残性は定量的RT-PCRのみで評価し

た．ブラックベリー，ブルーベリー，ラズベリー，イチ

ゴ，バジル，パセリを用いて最適化された条件でフリー

ズドライ処理を行った結果，供試した野菜においてA

型肝炎ウイルスRNAの定量値はほとんど減少しなかっ

た（＜１．３log１０units）が，HAVの感染性は１．２～２．４log１０

程度減少した．ノロウイルスではバジルの場合を除い

て，全体的にGI よりも GII のノロウイルスに対して有

意に（P＜０．０５）有効であった．GII ノロウイルスの場

合，最も不活性化の程度が大きかったのはフリーズドラ

イのハーブ（バジル，パセリ）とブルーベリーであり，

平均で２．７log１０unit 減少した．リアルタイムRT-PCR検

出結果に基づくと，ノロウイルスと比較してA型肝炎

ウイルスは定量値の減少が少ない傾向にあった．

ブルーベリー，ラズベリー，ブラックベリーおよびイ

チゴを用いてフリーズドライ処理の後，８０，１００，１２０℃

で２０分間，オーブンによる仕上げの乾燥の影響を調べ

た．A型肝炎ウイルスの感染性は，８０℃の加熱では２

log１０未満の減少，１００℃ではブルーベリーで検出された

他は，検出限界以下となり，１２０℃では全て検出限界と

なった．RNA量を指標にすると，８０℃ではA型肝炎ウ

イルス，ノロウイルスとも１log１０未満の減少，１００℃で

はA型肝炎ウイルスとGII ノロウイルスは検出された

が，GI ノロウイルスは検出されなかった．１２０℃では

GI ノロウイルスに加えイチゴを除きA型肝炎ウイルス

も検出限界以下となったが，GII ノロウイルスは依然検

出された．

バジル，チャイブ，ミントおよびパセリを用いて９５℃

あるいは７５℃で２．５分間のスチームブランチングによる

効果を調べた結果，９５℃ではA型肝炎ウイルス，ノロ

ウイルスとも対照と比べて有意に（P＜０．０５）減少し，

パセリでのA型肝炎ウイルス，チャイブでのネコカリ

シウイルスを除き，A型肝炎ウイルスおよびネコカリ

シウイルスの感染価は３log１０以上減少した．ノロウイル

スのRNA定量値はハーブの種類により異なり，最も大

きく減少したのはミントであり，ウイルス力価は３log１０

unit 以上減少した．７５℃の条件ではA型肝炎ウイルス

の不活性化の程度はかなり小さくなり，チャイブの場合

を除いて平均で２log１０の減少あった．GI ノロウイルス

のRNAの減少幅は，ミントを除いて９５℃の場合とほぼ

同じであった．

Mormann ら６６）は，各種の食品の表面あるいは内部に

ノロウイルスを接種し通常の調理のための熱処理，食品

の貯蔵・保存のための冷蔵，冷凍，酸性化，および中程

度の熱処理によるにノロウイルスの不活化効果を

RNase 処理後の定量 PCR法で調べた．食品を調理する

ために消費者によって普通に行われる熱処理（ベーキン

グ，クッキング，ロースティング）では，ウイルス

RNA定量値の有意な減少が起こったが，一般に，貯蔵

および保存のために行われる処理（例：冷蔵，冷凍，酸

性化（≧pH４．５）および中程度の熱処理（パスツリゼー

ション））ではウイルスRNA定量値の減少はほとんど

観察されなかった．

Baert ら６７）はみじん切りにした Iceberg lettuce（日本

の通常のレタス）に接種したマウスノロウイルスおよび

B.fragilis 感染ファージB４０-８の次亜塩素酸ナトリウムお

よび過酢酸の不活化効果を調べた．マウスノロウイルス

に対して，水道水による洗浄と比較してさらに１log１０の

減少をもたらすためには２００ppmの次亜塩素酸ナトリウ

ムあるいは２５０ppmの過酢酸が必要であった．B４０-８に

対してはどの処理によっても１log１０の減少はみられなか

った．B４０-８ファージはマウスノロウイルスと比較して

耐性が強いため，次亜塩素酸ナトリウムまたは過酢酸に

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ４７



よるみじん切りレタスの汚染除去の指標として有用とし

ている．

Casteel ら６８）は，イチゴ，チェリートマトおよび結球

レタスに接種したA型肝炎ウイルスおよび指標ウイル

スである大腸菌ファージMS２の塩素による不活化効果

を調べた．これらの野菜を約１０～２０ppmの塩素で作用

すると，A型肝炎ウイルスおよび大腸菌ファージMS２

は９０～９９％程度が不活化され，９９％以上の場合もみられ

た．イチゴに両ウイルスを接種し約２００ppmの遊離塩素

溶液で作用すると，A型肝炎ウイルスは５分，大腸菌

ファージMS２は３分で２log１０以上の感染価の減少がみ

られた．MS２とA型肝炎ウイルスの不活性動態は近似

していたことから，実験室または実際の現場において殺

菌の有効性を測定する際の処理指標および代替ウイルス

として使用できる可能性があることを述べている．

Shieh ら６９）は，低温保存中のホレンソウにおけるA型

肝炎ウイルスの生存性を調べた．ホレンソウにA型肝

炎ウイルスを接種し，５℃で４週間保存した結果，１

log１０以上減少し，接種量の６．７５％が残存した．D値は

２８．６日と計算された．一方，２％血清加 PBS中のA型

肝炎ウイルスは，同じ保存条件下において，７週間にわ

たって一定の状態で残存した．ほうれん草からのウイル

スの回収には２％血清加 PBS（－）が有効であった．

Casteel ら７０）は商業ベースにおけるイチゴ表面に付着

したウイルスの不活化を目的として，代替ウイルスとし

て大腸菌ファージMS２を接種したイチゴを，次亜塩素

酸ナトリウムの添加有りまたは無しで稼動させた水洗浄

ユニットによる不活化効果を調べた．イチゴに付着した

MS２は，洗浄水中の遊離塩素濃度が≦２，２０，２００ppm

の条件でそれぞれ６８％，９２％，９６％不活化された．ま

た，遊離塩素濃度が≦２ppmの洗浄水中でMS２が検出

されたが，２０ppmまたは２００ppmの遊離塩素濃度を含む

水では検出されなかった．

Suら７１）は，レタスおよびカラシ（pepper）に接種し

たネコカリシウイルスF９株およびマウスノロウイルス

に対するリン酸３ナトリウムの不活化効果を調べた．す

なわち，乾燥したレタスおよびハラペニョ（メキシコ唐

辛子）に≦７log１０または≦５long１０のネコカリシウイル

ス，マウスノロウイルスを接種し，２％または５％リン

酸３ナトリウムあるいは２００mg／L 次亜塩素酸ナトリウム

を１５秒または３０秒作用させた後の感染価を比較した．≦

５log１０のウイルス量を接種した場合，ネコカリシウイル

スはすべて検出限界以下となったが，マウスノロウイル

スは２％リン酸３ナトリウムあるいは２００mg／L 次亜塩素

酸ナトリウムでは≦２～３log１０の低下，５％リン酸３ナ

トリウムでは検出限界以下となった．≦７log１０のウイル

ス量を接種した場合，ネコカリシウイルスは２％リン酸

３ナトリウムが＞５log１０の減少であったのに対し２００mg／

L 次亜塩素酸ナトリウムでは≦１．４log１０の低下にとどま

り，マウスノロウイルスは，２％リン酸３ナトリウムで

は≦２～３．４log１０の減少，２００mg／L 次亜塩素酸ナトリウ

ムでは＜１．３log１０の減少，５％リン酸３ナトリウムでは検

出限界以下となった．以上の結果および５％リン酸３ナ

トリウム処理でレタス等に視覚的に変化がないことか

ら，５％リン酸３ナトリウムは次亜塩素酸ナトリウムの

代替えになると報告した．

４．３ 環境中における不活化

Hudson らは７２），ホテルの室内，船室，事務室等の

様々な場所に乾燥状態で存在するウイルスの不活化方法

としてのオゾンガスの有用性をネコカリシウイルスを用

いて検討した．不活化は，オゾン発生装置を用いてオゾ

ンガスを発生させ，濃度が２０～２５ppmに達してから２０

分間その濃度を維持した後，加湿器を５分間作動させ

た．その後，オゾン発生装置と加湿器を止め，さらに１０

分間放置した後，スクラバー（除ガス装置）を１５分間作

動し，オゾンガスを除去させた．ホテルにおいて，バス

ルーム，ベッド，机の上に置かれたネコカリシウイルス

（プラスチック上で乾燥させたウイルス）は３．７log１０以上

の減少を示した．船室のベッド，机，隣接するバスルー

ムにおける実験（オゾン発生１５分，加湿４分，放置な

し，除ガス１５分）では，感染性ウイルスは検出されなか

った（５．３７×１０３以上の減少）．プラスチック以外に，布

（Fabric），綿織物（Cotton），カーペットに塗布したウ

イルスを用いて，机の上側や下側，壁，窓，床に設置し

たウイルスの不活化を行った結果，いずれも有効に不活

化され，オゾンガスによる室内に乾燥状態で残留するノ

ロウイルスの不活化に有用であることを示した．

Lee ら５４）は，マウスノロウイルスを用いて種々の環境

での生存性を調べた．ガーゼやおむつの中で１８℃または

３０℃では１日で３log１０以上減少したが，４℃では３０日で

２log１０（ガーゼ），４０日で２log１０以下（おむつ）の減少

に止まり，―２０℃では２log１０未満（ガーゼ），１log１０未満

（おむつ）の減少であった．糞便中の生存性を４０日間観

察した結果，４℃が最も安定で１log１０未満の減少，

―２０℃と１８℃では４log１０の減少で，３０℃では２４時間で５

log１０以上の減少が認められた．０．５Mあるいは１Mの塩

化ナトリウム存在下で，７２時間後にそれぞれ１．５

log１０，２．５log１０の減少を認めた．一方，リアルタイム

PCRでは，定量値の減少はほとんど観察されなかっ

た．

Park ら７３）は，ステンレスおよびセラミックタイル

（孔あり）における生存性をMS２ファージおよびノロウ

イルスを用いて調べた．MS２ファージの感染価はウイル
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ス液接種後３時間の乾燥で約２log１０（ステンレス２．５

％，セラミックタイル１．１％）減少後，２５℃・２日間で

さらに１．５log１０減少したが，MS２ファージおよびノロウ

イルスのRT-PCRのコピー数は接種ウイルス量と比較

して２４時間後までは変化ぜず，２日後に１log１０減少し

た．

Park ら７３）は次亜塩素酸（HOCl）を電気化学的に発生

させる装置を利用して生成した次亜塩素酸による不活化

を，ヒトノロウイルスおよび代替ウイルスとしてMS２

ファージ，マウスノロウイルスを用いて検討した．セラ

ミックス製タイル（孔あり）とステンレスに汚染させた

３種類のウイルスは２０～２００ppmの次亜塩素酸溶液の１０

分間（以下）の作用で，感染価およびウイルスコピー数

は少なくても３log１０減少した（ヒトノロウイルスは遺伝

子検出のみ実施）．水溶液中では２０秒の作用で，感染価

および遺伝子検出は，少なくても３log１０減少した．ま

た，閉鎖室内に霧状に噴霧した場合を想定した実験とし

て，１％糞便を含む３種のウイルス混合液を塗布し，乾

燥させたセラミックタイルを水平方向，垂直方向に設置

し，１８０～２００ppmの遊離塩素を１時間噴霧させた．そ

の結果，感染価では３．５log１０以上，遺伝子検出では概ね

５log１０以上の低下が観察され，有用性が確認されたと報

告している．

Belliot ら７４）は，マウスノロウイルスを用いて医療機関

で使用される消毒薬に対する抵抗性を調べた．マウスノ

ロウイルスは，アルコール，アルコールハンドラボ，ブ

リーチ，ポビドンヨードに基づく消毒薬に感受性を示し

た．

Magulski ら７５）は，医療器具等の表面に存在するノロ

ウイルスの不活化のモデルとしてステンレス表面に接種

したマウスノロウイルスを用いて，過酢酸，グルタルア

ルデヒド，種々のエタノール，炭酸カルシウム（３００

ppm，pH７．０）の不活化効果を調べた．清浄な条件下

で，各種濃度の過酢酸あるいはグルタルアルデヒドを作

用させた結果，過酢酸では１，０００ppm，１，５００ppmで，

グルタルアルデヒドでは２，５００ppmで４log１０以上の感染

価の減少が認められた．エタノール，１-プロパノー

ル，２-プロパノールについて，清浄条件下（不活化試験

時の濃度で０．０３％の牛血清アルブミンを含む）での不活

化効果には差が認められた．最も有効なアルコールは１-

プロパノールで，３０％の１-プロパノールは５分間の作用

で４log１０程度，４０％，５０％，６０％の１-プロパノールは６

log１０程度の感染価の減少がみられた．エタノールは，

５０％で４log１０程度，５５％，６０％で６log１０程度の減少であ

った．２-プロパノールは使用した最高濃度である６０％で

３log１０程度の減少にとどまった．有機物汚染の影響を比

較するため，清浄条件と不浄条件（不活化試験時で

０．１５％の牛血清アルブミンと０．１５％の赤血球を含む）の

両方で，３種類のアルコールの不活性化効果を比較した

結果，４０％および６０％の２-プロパノール，エタノール，

１-プロパノールの不活化効果はそれぞれほぼ同様であっ

た．

Terpstra ら７６）は，金属表面で乾燥させたウイルスの生

存性と不活化方法を検討した．エンベロープウイルス

（ヒト免疫不全ウイルス，ウシウイルス性下痢症ウイル

ス，仮性狂犬病ウイルス），およびエンベロープを持た

ないウイルス（イヌパルボウイルス，A型肝炎ウイル

ス）を，培地中あるいは血漿中で４時間乾燥させた結

果，A型肝炎ウイルス，イヌパルボウイルスのエンベ

ロープを持たないウイルスの感染価はほとんど低下しな

かった．その後室温で放置すると，７日までは約１log１０

の減少に止まったが，２８日目では４～５log１０程度感染価

が減少した．一般的な消毒剤として使用されている８０％

エタノール（エンベロープウイルスのみ試験されてい

る），０．１N水酸化ナトリウム，０．１％次亜塩素酸塩の不

活化効果を培地および血漿中で調べた結果，A型肝炎

ウイルスに注目すると，いずれの条件でも検出限界（５

～６log１０）以下になることはなかった．培地中では０．１

％次亜塩素酸塩の不活化効果が高く，１分間の作用で５

log１０以上の不活化が認められた．血漿中でも０．１％次亜

塩素酸塩の不活化効果が高かったが，１分間の作用では

ほとんど効果はなく，１０分間の作用で５log１０程度の不活

化が認められた．

Morino ら７７）は，硬い表面に存在するウイルスの不活

化のモデルとして，二酸化塩素ガスの有用性をガラスシ

ャーレ上に接種したネコカリシウイルスF９株を用いて

調べた．低濃度の二酸化塩素ガス（平均０．０８ppm，０．２２

μg／L）により，０．５％牛胎児血清存在下（湿った状態）
でネコカリシウイルスは４５～５５％相対湿度，６時間の作

用で，２％牛胎児血清（濃度は乾燥させる前のウイルス

浮遊液のもの）存在下で乾燥させたネコカリシウイルス

は７５～８５％相対湿度，１０時間の作用で，それぞれ＞３

log１０減少した（温度はいずれも２０℃）．＜０．３ppmの二

酸化塩素ガス（平均０．２６ppm，０．７３μg／L）では５％牛
胎児血清存在下で乾燥させたネコカリシウイルスは７５～

８５％相対湿度，２０℃，２４時間の作用で検出限界（４log１０

以上）以下となったが，４５～５５％の相対湿度では高濃度

（平均８ppm，２２．４μg／L）の二酸化塩素ガスでも，２０℃，
２４時間の作用でほとんど感染価の低下は観察されなかっ

た．これらの結果から乾燥条件下におけるネコカリシウ

イルスの二酸化塩素ガスによる不活化には湿度が重要な

役割を担っていると考察している．

Girard ら７８）はステンレス表面へのノロウイルスの吸着

に対する pHと相対湿度の影響およびそれに吸着したウ
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イルスの不活化に対する家庭用消毒剤の影響をヒトノロ

ウイルスおよびマウスノロウイルスを用いて調べた．ヒ

トノロウイルスの吸着は pHに依存しなかったが，マス

ノロウイルスは pH９かつ相対湿度が低い（２５％）場合

吸着率が低下した．ステンレスに吸着させたヒトノロウ

イルスの不活化には３％次亜塩素酸ナトリウムが効果的

で１０分間の作用でRT-PCR法による遺伝子検出で３log１０

以上の減少を示したが，第四級アンモニウム化合物やエ

トキシ化アルコールでは１log１０以下の減少にとどまっ

た．マウスノロウイルスは次亜塩素酸ナトリウムにより

感染価および遺伝子検査で４log１０以上の減少が観察さ

れ，ヒトノロウイルスより感受性であった．

Sauerbrei ら７９）は，２種類の市販のポビドンヨード剤

（Betaisodona�，Betaseptic Mundipharma�）の消毒
効果をドイツのガイドラインに従って調べた．有機物存

在下および非存在下で，Betaisodona�はワクチニアウ
イルス，ウシウイルス性下痢症ウイルス，ポリオーマウ

イルス SV４０に対して０．５分間の作用で，アデノウイル

ス５型に対して３～５分の作用で，それぞれ≧４log１０の

減少を示し，最も耐性であったポリオウイルス１型に対

しては６０分以上が必要であった．一方，Betaseptic

Mundipharma�はいずれのウイルスに対しても５分
以下で≧４log１０の減少を示した．以上のことから，

Betaseptic Mundipharma�が皮膚のウイルスの消毒剤
として適していると結論している．

Baert ら８０）は，豚スラリー（豚の排泄物を噴霧可能な

浮遊液にしたもの）における加熱による嫌気的消化によ

るウイルスの不活化を調べた．ブタノロウイルスの不活

化のモデルとしてマウスノロウイルスを用いて調べた結

果，３７℃の低温加熱，５２度の加熱による嫌気的消化を７

日，１３日行った結果，少なくても４log１０のウイルス感染

価の低下がみられた．一般的なウイルスのモデルとして

Bacteroides fragilis 感染ファージB４０-８を用いた場合は７

日目で２．５log１０減少した．ウイルス量の減少は温度とウ

イルスの環境（豚スラリー，殺菌あるいはオートクレー

ブ滅菌した豚スラリー，滅菌水道水）に依存した．

Wei ら８１）は，種々の家畜の糞（manure）および下水

汚泥（biosolid）中のマウスノロウイルスおよびA型肝

炎ウイルスの２０℃あるいは４℃における生存性を６０日間

にわたり調べた．RNA量についてみると，アルカリ条

件（pH１０．３，pH１２．０）の下水汚泥において両ウイルス

のRNA量は０日で速やかに検出限界（約３log１０）以下

となった．A型肝炎ウイルスRNAは下水汚泥（pH

７．７）や液体の牛糞の中で２０℃・６０日間で有意に定量値

が減少したが，４℃では安定であった．マウスノロウイ

ルスRNAはペレットにしたトリの床敷き，下水汚泥の

中では２０℃で不安定であったが，液体の牛糞では両温度

でさらに不安定であった．一方，感染価でみると４℃あ

るいは２０℃の６０日間の観察で，マウスノロウイルスでは

種々のトリの床敷きやブタの糞の中で保存環境による有

意な違いは観察されなかったが，A型肝炎ウイルス

は，硫酸アルミニウムで処理したトリの床敷きと比較し

てブタの糞や未処理のトリの床敷きの中では高い感染性

を維持し，保存環境による生存性に違いがみられた．以

上から，農地の土壌の改良のための堆肥や下水汚泥の適

応はウイルスのリスクを伴うが，そのリスクはウイルス

の種類や堆肥の種類により異なることを示した．

４．４ 手指における不活化

Lages ら８２）はネコカリシウイルスを用いて，９種類の

手指用消毒剤の３０秒あるいは２分間の作用による消毒効

果を比較した．９９．５％のエタノールは６２％エタノー

ル，７０％あるいは９１％イソプロピルアルコールを含むエ

タノール性殺菌剤（sanitizer）と比較して効果的であっ

た．１０％ポピドンヨード（１％の有効ヨードを含む）を

含む消毒剤（antiseptics）は３０秒の作用で２．６７log１０の減

少を示し，いずれのエタノールに基づく殺菌剤，非アル

コールの殺菌剤および抗菌性（antimicrobial）石鹸と比

較して高い不活化効果を示した．トリクロサン含有の抗

菌性石鹸は最も低い効果を示し，石鹸を用いない手洗い

と同様の結果であった．これらのことから，エタノール

含有の手指用消毒剤およびトリクロサン含有抗菌用石鹸

ではノロウイルスの予防に不十分であることを示した．

Macingara８３）は，ポリクオータニウムポリマー（第四

級アンモニウム塩のカチオン系ポリマー）と有機酸を含

む新しいアルコール性の手指消毒剤の有効性を，ヒトロ

タウイルス，ポリオウイルス，およびヒトノロウイルス

の代替ウイルスとしてネコカリシウイルスとマウスノロ

ウイルス等を用いて調べた．試験管内では，それらのウ

イルスは３０秒の作用で３log１０以上の減少が認められた

が，fingerpad 法（指の腹部：爪の反対側にウイルスを

接種し有効性判定を行う方法）では，３０秒の作用により

マウスノロウイルスで２．４８log１０，アデノウイルス，ロタ

ウイルスで３log１０以上，ポリオウイルスで２．９８log１０，A

型肝炎ウイルスで１．３２log１０の減少であった．

Liu ら８４）は，ノロウイルスを用いて，ノロウイルスを

汚染させた手指でのエタノール，液体抗菌石鹸，および

水洗いによる不活化および除去効果を調べた．不活化の

効果は，RNase 処理後の定量 PCR法８５）で評価した．試

験管内での実験で１６０ppm以上の濃度の次亜塩素酸ナト

リウムはRNA定量値の減少が認められたが，エタノー

ルは濃度にかかわらず効果が低く，０．５log１０程度の減少

にとどまった．ASTM（米国材料試験協会）の標準手

指法（fingerpad method），およびその改良法（手こす
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りを行う）で，指に付着させたノロウイルスは液体抗菌

石鹸処理（減少量は０．６７～１．２０log１０）および水洗いのみ

（減少量は０．５８～１．３８log１０）で比較的大きく定量値が減

少したのに対し，アルコール性手指用消毒剤は比較的低

効果で，０．１４～０．３４log１０の減少にとどまったとして，従

来からのアルコール性手指用消毒剤はノロウイルスに対

しては比較的低効果であることを確認した．

森ら８６）はネコカリシウイルスを用いて，手洗いによる

ウイルス除去効果についてウイルス感染価と遺伝子量を

指標にアルコール，クルルヘキシジン，第四級アンモニ

ウム塩，成分としてヨード化合物，トリクロサン，フェ

ノール誘導体を含むハンドソープを用いて検討した．そ

の結果，流水によるすすぎのみでもウイルス量が１００分

の１程度に減少し，さらに手洗い時にハンドソープを使

用することによりウイルス量の減少傾向が強まったこと

を報告している．

４．５ 食物成分の殺ウイルス活性

Iwasawa８７）らは，ぶどうの皮や種子に含まれるポリフ

ェノールの一種であるプロアントシアニジンの抗ウイル

ス活性をネコカリシウイルスおよびコクサッキーウイル

スA７型を用いて調べた．１０秒間の作用で，２log１０以上

のウイルス不活性化効果を示すためにはネコカリシウイ

ルスに対して１mg／ml，コクサッキーウイルスA７型に

対して１０mg／ml 以上のプロアントシアニジンが必要で

あった．

５．遺伝子検査に基づく感染性ウイルス検出法

ウイルスの生存性や消毒剤の不活化効果の判定はウイ

ルスの感染性を調べることが唯一直接的な評価方法（感

染性試験法）であるが，近年，感染性試験法以外の代替

え試験法の開発やそれらを用いた消毒剤等の不活化効果

判定法に関する報告がみられる．Nuanualsuwan ら８８）

は，A型肝炎ウイルス，ポリオウイルス１型，およびネ

コカリシウイルスを用いて，紫外線照射，塩素処理，加

熱処理を行ったウイルスを蛋白分解酵素，RNase で消

化した後，RT-PCR法で検出することにより，未処理の

ウイルス粒子（感染性ウイルス）と処理したウイルス粒

子（不活化ウイルス）を区別できる可能性を示した．本

報告の中で，２５％糞便存在下での不活化効果を酵素処理

を用いたRT-PCR法で評価した結果，感染価を指標と

した場合と比較し，より高濃度あるいは長時間の作用時

間を必要としており，実際にはより低濃度，短時間の作

用で効果があると考察している．また，ノロイルスはネ

コカリシウイルスと比較して，これらの薬剤に対して抵

抗性である可能性を示唆している．

一方，Baert ら８９）は Nuanualsuwan らが報告した酵素

処理をマウスノロウイルスの加熱処理による不活化の判

定に用いているが，感染性の有無とリアルタイム PCR

による遺伝子検出には相関性はなかったと報告してい

る．一方，マウスノロウイルスRNAを細胞にトランス

フェクトすると感染性粒子が回収されるが，熱処理を行

った場合は，回収されなかった．また，マウスノロウイ

ルスの熱による不活化では８０℃，１５０秒が必要であるこ

とを報告している．

Topping ら８５）は，加熱によるウイルス粒子の構造的変

化により粒子外部に露出したウイルスRNAを RNase

処理で分解した後，逆転写，リアルタイム PCRを行

い，RNAのコピー数を調べた．その遺伝子定量値が感

染性を指標とした方法と相関性が認められたことから，

ウイルスの不活化評価法に応用できる可能性があること

を報告した．また，ヒトノロウイルスGII．４はネコカリ

シウイルスFC-９株と比較して同じ不活化効果を得るの

に１３．３℃高い温度を必要としたことから，ヒトノロウイ

ルスはネコカリシウイルスより熱に対し抵抗性であるこ

とを述べている．

Lamhoujeb ら９０）は，Nuanualsuwan ら８８）の酵素処理と

リアルタイムNASBA法を用いてレタスと七面鳥をモ

デルとして調理済み食品（ready to eat foods）中のウイ

ルスの生存性を調べた．レタスや七面鳥に添加されたノ

ロウイルスは冷蔵保存で少なくても１０日間生存すること

が示された．また，加熱処理，酵素処理に対してネコカ

リシウイルスはノロウイルスと比較して抵抗性が弱く，

代替ウイルスとして適切ではないことを示している．

一方，別の遺伝子検査を用いた不活化試験のアプロー

チとして，Rudi ら９１）は，細胞の生死の判定に利用する

エチジウムモノアザイドとリアルタイム PCR法を組合

せ，生きた細胞のみを検出する方法を報告した．この方

法はエチジウムモノアザイドが死滅した細胞のみで細胞

内に侵入し，光照射処理によりエチジウムモノアザイド

とDNAが共有結合し，PCR法によるDNA増幅が阻害

されるのに対して生きた細胞ではエチジウムモノアザイ

ドが細胞内に侵入しないためDNA増幅が阻害されない

ことを原理としている．Rudi らは Campylobacter を用

いて実験を行っているが，Soejima ら９２）は大腸菌や Kleb-

siella oxitica を用いて同様のことを報告している．Fitti-

paldi ら９３）はプロピジウムモノアザイド・リアルタイム

PCR法による感染性を持つバクテリオファージT４の鑑

別法を報告した．８５℃の加熱処理および蛋白分解酵素

（Protease OB）処理においてプロピジムモノアザイド

の前処理で感染性粒子と非感染性粒子の鑑別はできなか

ったが，１１０℃の加熱の場合は鑑別可能であった．Kim

ら９４）はエチジウムモノアザイド処理をRNAウイルスの

検出に適応した．ポリオウイルスを加熱処理後，プラッ

ノロウイルスの不活化に関する研究の現状 ５１



ク法による感染価とエチジウムモノアザイド処理後の

RT-リアルタイム PCRによる定量値を比較した結果，

予備的な実験ではあるが両者に相関性がみられ，感染性

ウイルスの環境からの検出に適応できる可能性があると

報告した．これらの遺伝子検査に基づく感染性ウイルス

粒子の鑑別検出法が実際の感染性ウイルス量をどの程度

反映するのか，今後の研究の進展が期待される．

６．おわりに

研究の進展により物理化学的処理による不活化条件や

各種消毒剤の有効性など，ノロウイルスの不活化に関す

るデータが蓄積されつつある．しかし，多くの消毒剤や

物理化学的処理が報告されてきたにも関わらず，流水に

よるウイルス粒子の洗浄除去，加熱処理，次亜塩素酸ナ

トリウムによる消毒など古典的な方法は依然重要な制御

方法として位置づけられている．またヒトノロウイルス

が培養できないことから，ヒトのノロウイルスを用いて

の直接的な実験ができないという大きな問題は依然残さ

れたままである．ヒトノロウイルスの制御方法の確立と

本ウイルスの培養細胞での増殖の成功が強く望まれてい

る．
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