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Real-time PCR法を用いたアデノウイルスに対する消毒薬の評価
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要 約

目 的：ヒトアデノウイルス(HAdV)に対する消毒

薬の効果を real-time polymerase chain reaction法を

用いて評価した．

方 法：エタノール，ポビドンヨード，次亜塩素酸ナ

トリウムとHAdV-，-，-，- ，- を一定時間混

合した．混合液をA 細胞に 日間感染させ，HAdV
 

DNA copy数を測定した．対照と比べ Log以上の差

を消毒効果を有するものとした．

結 果：エタノールでは 濃度 分間で効果がみ

られたが， ， 濃度では 分間ではすべての血

清型に効果はみられなかった． ポビドンヨード

では 分間でHAdV-，-，- ，- ， 分間でHAdV-

に効果がみられた． 次亜塩素酸ナトリウムでは，

秒間ですべての血清型に効果がみられた．

結 論：いずれの消毒薬もHAdVに対する効果がみ

られたが，効果を示す濃度や作用時間が異なり，適応場

所，器具を考慮する必要性がある．(日眼会誌 ：

― ， )
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Abstract

：To evaluate the effect of disinfectant
 

against human adenovirus(HAdV)using a real-time
 

polymerase chain reaction method.

：Ethanol, povidone-iodine, and sodium
 

hypochlorite were mixed with HAdV-, -, -, - ,

and - .A diluted mixed solution was infected with
 

A cells for six days and then the number of
 

HAdV DNA copies was counted.A reduction in the
 

number of HAdV DNA copyies by log was consid-

ered as virucidal activity.

：Ethanol at concentration was effec-

tive against all serotypes after ten minutes,but

and concentrations of ethanol were ineffctive
 

against all serotypes.Povidone-iodine at con-

centration was effective against HAdV-, -, - ,

and - after one minute, and against HAdV-

after three minutes. Sodium hypochlorite(

concentration)was effective against all serotypes
 

after seconds.

：While all disinfectants were effec-

tive against HAdV,the effective concentration per-

centages and the times required were different,

which indicates the importance of deliberating on
 

the concentration, application time and location to
 

apply the disinfectant, and what equipment to use
 

for application.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

ヒトアデノウイルス(human adenovirus，HAdV)は

51種類の血清型に分けられる．HAdV感染症は呼吸

器，消化器，眼などに多様な症状を示す．特にHAdV-

3，-4，-7，-8，-11，-19，-37の7種の血清型は結膜炎

起因の主要な血清型として知られ，世界各地でウイルス

性結膜炎の流行を引き起こしている ．HAdVは時に

院内感染を引き起こし，手指や眼圧計チップなどの医療

器具が感染拡大の原因と考えられている ．

これまでにもHAdVに対する消毒薬の効果について

報告がある ．しかしながら，プラーク法 や細胞変性

効果(cytopathic effect，CPE) を用いた検討のため，

増殖が遅いHAdV血清型ではプラークやCPEの検出

が困難である．またHAdVの感染価が低い場合は，プ

ラークやCPEが検出されず，消毒効果を適切に評価が

できない．

Real-time polymerase chain reaction(PCR)法 は，

定量的にDNA copy数を算出することが可能である．

近年，有賀ら ，大口ら は real-time PCR法を用い

て，HAdV迅速診断キットを定量的に評価した．また，

内尾 は抗HAdV薬物の効果スクリーニングに従来の

プラーク法やCPE法ではなく，real-time PCR法によ

るHAdV DNA copy数によって評価した．Real-time
 

PCR法を用いた定量的な方法は客観的に評価する点で

有用な手段である．

そこで，本研究では real-time PCR法を用いて，臨

床の場で用いられることが多いエタノール，ポビドン

ヨード，次亜塩素酸ナトリウムのHAdVに対する消毒

効果を検討した．

対 象 と 方 法

1．Real-time PCR法

Real-time PCR法はMiura-Ochiaiら の方法に従い

行った．PCR増幅反応はLightCycler-FastStart DNA
 

Master SYBR GreenⅠ(Roche Diagnostics)を用い，

95℃ 10分間のFastStart Taq DNAポリメラーゼの活

性化および鋳型DNAの変性後，95℃ 10秒の熱変性，

70℃ 10秒間のアニーリング，72℃ 25秒間の伸長反応

を45サイクル行った．HAdVへキソン遺伝子のPCR

増幅産物をpT 7Blue T-vector(Novagen)に組み込み，

測定した吸光度からDNA量を算出したものをスタン

ダードDNAとして，増幅産物と同時に解析しHAdV
 

DNA copy数を算出した．

2．細 胞

American Type Culture Collection(ATCC)から入手

したA549細胞を使用した．培養培地には10％ウシ胎

仔血清加Eagle’s minimum essential medium(MEM)

(日水製薬)を使用し，維持培地には2％ウシ胎仔血清

加MEM を使用した．

3．ウ イ ル ス

HAdV-3，-4，-8，-19，-37の異なる血清型のウイル

スを使用した．HAdV-3，-8，-37はATCCから入手し

たprototypeを使用した．HAdV-4，-19は遺伝子解析

によってHAdV-4a ，HAdV-19a と同定され

た臨床分離株を使用した．

市販のプラスチックフラスコに単層培養されたA549

細胞に，real-time PCR法でHAdV DNA copy数を算

出した2×10 copyのウイルス液を接種し37℃で培養

した．CPEがみられた時点で培養細胞を回収した．回

収した培養細胞を3回凍結融解し，3,000rpm，10分の

遠心後，上清を回収しウイルス液とした．その後 real-

time PCR法でウイルス液のHAdV DNA copy数を算

出した．

4．消 毒 薬

エタノール(国産化学)，ポビドンヨード(イソジン

液，明治製菓)，次亜塩素酸ナトリウム(和光純薬)を使

用した．

5．HAdV増殖試験

5×10 cellのA549細胞を24穴マイクロプレートに

準備し，0.1，1，10copy/cellのウイルス液を接種し，

37℃で培養した．培養1，3，6，9，12日目に感染細胞

を回収し，real-time PCR法でHAdV DNA copy数を

算出し，ウイルス増殖曲線を求めた．

6．消毒薬効果判定試験

5×10copy数のウイルス液10μlにエタノール90μl

を混合，ポピドンヨードと次亜塩素酸ナトリウムでは

5×10copy数のウイルス液50μlに消毒薬50μlを混合

し，室温下で一定時間反応させた．混合液の終濃度は，

エタノールは80％，70％，40％，ポビドンヨードは5

％，1％，0.2％，次亜塩素酸ナトリウムは0.1％，0.05

％，0.01％とした．反応時間はエタノールとポビドン

ヨードは1分，3分，5分，10分，30分，60分，次亜

塩素酸ナトリウムは15秒，30秒，1分，3分，5分，10

分とした．反応後，エタノールではphosphate-buffered
 

saline(PBS)を900μl添加し，ポビドンヨードと次亜塩

素酸ナトリウムでは0.5％チオ硫酸ナトリウム溶液を

900μl添加し消毒薬の反応を停止させた．その後PBS

で10倍希釈したのち，混合液の100μlを計算上10

copy/cellとなるようにA549細胞に接種し37℃で3日

間培養した．培養3日目に上清を除去し細胞表面を

PBSで5回洗浄後，維持培地を1ml加えてさらに37

℃で3日間培養した．培養後，上清と細胞を回収し凍結

融解を3回行った．4℃，5,000rpmで5分間遠心し，

上清の100μlを DNA抽出キットのスマイテストEX-

R & D kit(ゲノムサイエンス研究所)でHAdV DNAを

抽出した．抽出したHAdV DNAを 100μlの TE
 

buffer(10mM Tris，1mM EDTA，pH 8.0)で溶解し，
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real-time PCR法でHAdV DNA copy数を算出した．

7．消毒効果判定法

Real-time PCR法を用い，消毒薬の代わりにPBSを

用いた対照群と比較してHAdV DNA copy数が4Log

(99.99％)以上の差(reduction)のみられたものを消毒効

果の有するものとした．

結 果

1．HAdV増殖試験

各培養日数いずれにおいても，接種したHAdV-8濃

度の高いものが培養細胞内でのHAdV DNA copy数が

高かった(図1)．検討したすべての血清型で同様であ

り，いずれの血清型のウイルス液も増殖能があることを

確認した．この試験後，次の消毒薬効果判定試験では培

養日数を6日間とし，十分なHAdVの増殖を得るため

HAdV濃度を10copy/cellとした．

2．消毒薬効果判定試験

１)エタノール

80％エタノールはすべての血清型で10分で消毒効果

がみられた(図2a)．70％エタノールは，HAdV-3，

-4，-8，-37では30分で消毒効果がみられた．HAdV-19

では10分で消毒効果がみられた(図2b)．40％エタ

ノールは，HAdV-3，-8，-19，-37では30分で消毒効

果がみられた．HAdV-4は60分で消毒効果がみられた

(図2c)．

２)ポビドンヨード

5％ポビドンヨードは，HAdV-4，-19では30分で消

毒効果がみられた．HAdV-3，-37では60分で消毒効果

がみられた．HAdV-8は60分でも消毒効果はみられな

かった(図3a)．1％ポビドンヨードは，HAdV-4では

1分で消毒効果がみられた．HAdV-3，-8，-19，-37は

3分で消毒効果がみられた(図3b)．0.2％ポビドン

ヨードは，HAdV-3，-4，-19，-37では1分で消毒効果

がみられた．HAdV-8は3分で消毒効果がみられた(図

3c)．

３)次亜塩素酸ナトリウム

0.1％，0.05％次亜塩素酸ナトリウムは，すべての血

清型で15秒で消毒効果がみられた(図4a，4b)．0.01

％次亜塩素酸ナトリウムでは，すべての血清型におい

て10分でも消毒効果はみられなかった(図4c)．

図 1 ヒトアデノウイルス(HAdV)増殖曲線．

図にはHAdV-8の結果を示した．□は10copy/cell，

◇ は 1copy/cell，○ は 0.1copy/cellを 表 し た．

HAdV-3，-4，-19，-37においても同様の結果が得られ

た．

図 2 HAdVの増殖に及ぼすエタノールの影響．

横軸は反応時間，縦軸はLog reductionを表した．□は

HAdV-3，◇はHAdV-4，○はHAdV-8，▲はHAdV-

19，×はHAdV-37を表した．

a：80％エタノールでは，すべての血清型で，10分で4

Log以上のHAdV DNA copy数の減少がみられた．

b：70％ エ タ ノール で は，HAdV-19は 10分 で，

HAdV-3，-4，-8，-37は 30分で 4Log以上のHAdV
 

DNA copy数の減少がみられた．c：40％エタノールで

は，HAdV-3，-8，-19，-37は 30分で，HAdV-4は 60

分で4Log以上のHAdV DNA copy数の減少がみられ

た．
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考 按

HAdVはエンベロープをもっておらず，その周囲を

脂質のカプシドで囲まれているため乾燥に強く，室温で

数日間感染力を維持する ．HAdV感染症に対する

有効な抗ウイルス薬が見出されていない現在，HAdV

感染の広がりを防ぐためにはHAdVに対する消毒が有

効な手段のひとつとなる．

ウイルスに対する消毒効果判定では，プラークによる

ウイルス感染価が対照群と比較して4Log(99.99％)以

上の差がみられたものを消毒効果の有するものとして判

定されてきた ．しかしながら，プラークやCPEに

よる判定法は，定量的に判定するのには不向きである．

一方，real-time PCR法は定量的かつ客観的に評価する

のに有用な方法である．本研究はHAdVの消毒効果を

定量的，客観的に判定するために，real-time PCR法に

よる定量法を用いており，HAdVに対する消毒薬の効

果に関して分子生物学的手法を用いた初めての報告であ

る．消毒薬に関しては，日常診察現場で使用されている

エタノール，ポビドンヨード，次亜塩素酸ナトリウムを

選択した．その結果，各々の消毒薬にはHAdVに対し

て消毒効果を示す濃度や，消毒に必要な時間が異なるこ

とが分かった．

エタノールは1分，3分，5分の消毒時間ではHAdV

の消毒効果はみられず，10分以上の消毒時間が必要で

図 3 HAdVの増殖に及ぼすポビドンヨードの影響．

横軸は反応時間，縦軸はLog reductionを表した．□は

HAdV-3，◇はHAdV-4，○はHAdV-8，▲はHAdV-

19，×はHAdV-37を表した．

a：5％ポビドンヨードでは，HAdV-4，-19は30分で，

HAdV-3，-37は60分で4Log以上のHAdV DNA copy

数の減少がみられた．HAdV-8は60分でも4Log以上

のHAdV DNA copy数の減少はみられなかった．b：

1％ポビドンヨードでは，HAdV-4は1分で，HAdV-

3，-8，-19，-37は3分で4Log以上のHAdV DNA copy

数の減少がみられた．c：0.2％ポビドンヨードでは，

HAdV-3，-4，-19，-37は1分で，HAdV-8は3分で 4

Log以上のHAdV DNA copy数の減少がみられた．

図 4 HAdVの増殖に及ぼす次亜塩素酸ナトリウムの

影響．

横軸は反応時間，縦軸はLog reductionを表した．□

はHAdV-3，◇はHAdV-4，○は HAdV-8，▲は

HAdV-19，×はHAdV-37を表した．

a：0.1％次亜塩素酸ナトリウムでは，すべての血清

型で，15秒で4Log以上のHAdV DNA copy数の減

少がみられた．b：0.05％次亜塩素酸ナトリウムで

は，すべての血清型で，15秒で4Log以上のHAdV
 

DNA copy数の減少がみられた．c：0.01％次亜塩素

酸ナトリウムでは，いずれの血清型においても4Log

以上のHAdV DNA copy数の減少はみられなかっ

た．
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あることが示唆された．医療従事者が手を洗う時間は平

均15秒 と報告されており，エタノールのみで手指に

付着したHAdVを消毒するのは難しいと考えられる．

このことから，現在臨床で用いられている速乾性のエタ

ノールを使用する場合も，消毒時間が短いためにHAdV

の消毒効果は低いと考えられる．上野ら は流水とエタ

ノールの手指消毒薬の併用でウイルス除去効果が高まる

と報告しており，エタノールで手指を消毒する場合には

手洗いを併用するのが望ましい．

ポビドンヨードはポリビニルピロリドンにヨウ素を結

合させたもので，RNAおよびDNAウイルスのいずれ

にも抗ウイルス効果を示し，エンベロープの有無にかか

わらず抗ウイルス効果を示す ．HAdV-5に対して，

市販のポビドンヨード液で1％と5％濃度3分以上の

処理で不活化がみられたという報告 がある．本研究

において，5％濃度ではHAdV-3，-4，-19，-37に対し

て30分以上の消毒時間が必要であり，HAdV-8に関し

ては60分でも消毒効果はみられず，これまでの報告よ

りも長い消毒時間が必要と考えられた．1％濃度では，

HAdV-4では1分，HAdV-3，-8，-19，-37では3分で

消毒効果がみられ，これまでの報告と同様に3分以上の

処理でHAdVの消毒が可能と考えられた．0.2％濃度

では，HAdV-3，-4，-19，-37では1分，HAdV-8では

3分で消毒効果がみられ，3分以上の時間が必要と考え

られた．本研究では，5％濃度よりも低濃度の1％お

よび0.2％濃度で短時間での消毒効果がみられ，濃度相

関性はみられなかった．ポビドンヨードの効果に濃度相

関性がみられない理由として，遊離ヨウ素濃度が起因し

ていると思われる．Trueman はポビドンヨードを希

釈するとcarrier polymerとヨウ素の結合が弱まり，遊

離ヨウ素の量が増加することを報告した．すなわち，ポ

ビドンヨードの消毒効果は溶液中で遊離したヨウ素に起

因しており，希釈された低濃度のポビドンヨードの方が

短時間で消毒効果を示すと考えられた．これまでにも細

菌を用いた検討で，商品化されている濃度のポビドン

ヨードよりも希釈されたポビドンヨードの方がより短時

間で細菌を不活化するという報告 があるが，本研究

ではHAdVに対して同様の結果が得られた．また本研

究では，同じ濃度のポビドンヨードでもHAdVの血清

型によって消毒に必要な時間が異なり，血清型による感

受性の違いがみられた．Sauerbrei らは，血清型に

よってポビドンヨードでHAdVのゲノムが破壊される

ものと破壊されないものがあり，感受性の違いがあるこ

とを報告している．ポビドンヨードにおいて血清型によ

る感受性の違いが出てくる理由として，HAdVは各血

清型によってヘキソンやファイバーに関連する蛋白質の

違いがみられる ため，ビリオン表面の蛋白質に作用す

るポビドンヨードでは，血清型による感受性の差が生じ

ると考えられた．本研究から，今後ポビドンヨードを臨

床現場で用いる際には，1％または0.2％濃度に希釈さ

れたポビドンヨードを使用するのが望ましいと考えられ

た．1％および0.2％濃度では，エタノールよりも短時

間で消毒が可能と考えられる．しかし希釈された低濃度

のポビドンヨードは，温度，光に対して不安定で長期間

保存は困難であるため，使用直前に希釈液を作製して用

いるのが望ましい．またポビドンヨードは皮膚，粘膜に

アレルギー反応を起こすことがある ため，使用す

る際にはアレルギー反応に注意する必要がある．

次亜塩素酸ナトリウムは，これまでに0.5％の濃度で

HAdV-5に対して1分の処理で消毒効果がみられ ，

また0.05％濃度ではHAdV-8に対して10分の処理で

消毒効果がみられたという報告 がある．またHAdV-

8に対しては，10倍希釈された次亜塩素酸ナトリウム5

分の処理で消毒効果がみられたという報告 がある．こ

れまでのHAdVに対する次亜塩素酸ナトリウムの消毒

効果の報告は，検討されたHAdVの血清型がそれぞれ

1種類であったり，次亜塩素酸ナトリウム濃度が異なる

が，いずれも10分以内の処理でHAdVの消毒が可能

であると報告されている．本研究では0.1％および

0.05％の濃度15秒の処理でHAdV DNA copy数の減

少がみられ，これまでの報告よりも短時間でHAdVの

消毒が可能であると思われた．次亜塩素酸ナトリウムは

金属腐食性があるため金属製の医療器具の消毒には用い

ることができない．また皮膚に対する刺激性があるた

め，人体に用いることは困難である．しかしながら，腐

食性の少ない非金属製の机など，環境への利用には短時

間でのHAdVの消毒が期待できると思われた．

以上の結果より，各消毒薬ともHAdVに対する消毒

効果がみられた．しかしながら，各々の性質や消毒時間

が異なることから，適応する箇所および器具を考慮する

必要性を示唆した．

稿を終えるにあたり，ご指導とご校閲を賜りました北海道

大学大学院医学研究科病態制御学専攻眼科学分野大野重昭教

授に深く感謝申し上げます．また多くのご助言，ご指導いた

だきました青木功喜博士，株式会社三菱化学ビーシーエル，

ならびに諸先生に心より感謝申し上げます．
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