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要 約

超微細高密度オゾン水 を用いて,エ ンベロープを有する4種 類のウイルスおよび口蹄疫ウイルス(FMDV)と 豚水胞

病 ウイルス(SVDV)に 対する殺ウイルス効果を調べた.本 オゾン水は完全な効果を示すために最低100ml(4mg/l)

を要したが,混 合直後に殺ウイルス効果を示した.エ ンベロープを有するウイルスおよびFMDVに 対 しては1mg/lの

オゾン濃度で効果を示 したが,SVDVに 対 しては3mg/lを 要し,有 機物 を混入 した材料ではさらに1mg/l高 い濃度

4mg/lが 必要であった.生 成後室温に開栓状態で放置 したオゾン水はエ ンベロープを有するウイルスおよびFMDVに

対 し生成60分 後でも効果を示 したが,SVDVに は効果が減弱 した.こ のように本オゾン水は低濃度で即効性があるの

で,ウ イルスの消毒に有効に利用できると思われる.－ キーワード:家 畜ウイルス,消 毒,超 微細高密度オゾン水.
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口蹄疫(FMD)や 高病原性鳥インフルエンザ(HPAI)

等の重要家畜伝染病の発生 ・蔓延は,食 の安全に対する

社会的不安を起 こし国内の消費を低迷させ,わ が国の畜

産業に大打撃を与えかねない大変な脅威である.FMD

やHPAI等 の国内浸入防止は検疫により厳重に監視 され

ているが,浸 入 した場合は早期発見 と早期対応によって

被害を最小限に止めなければならない.し か し,発 生当

初からこれらの疾病 を特定することは難 しく,あ る程度

蔓延 した時点で発見 される場合が多い.し たがって,

個々の畜舎の衛生管理を常に徹底 し,ま た家畜の集まる

家畜市場や食肉 ・食鳥処理場等での徹底 した衛生管理は

これら疾病の蔓延を防止する重要な手段である.そ のた

めには,病 原体の浸入防止や殺菌のための徹底 した消毒

作業が必須となる.し かし,一 般の消毒薬を用いた消毒

作業の繰 り返 しは,作 業者に多大な労力 を課 し,ま た健

康に悪影響を及ぼすとともに,多 量の消毒薬を使用する

ことによる環境汚染等の問題が有る.し かしこれらを解

決する技術は開発されていない[1].オ ゾン水はオゾン

(O3)が 溶け込んだもので,強 い酸化力により各種細菌,

ウイルスおよび原虫に対し効果を示すとされており,ま

た分解が早 く水 と酸素になるので環境への汚染 もない

[2,3].そ こで,オ ゾン水生成装置を畜産現場や家畜市

場,食 肉 ・食鳥処理場に設置し,オ ゾン水を日常の水洗

感覚で使用すれば衛生管理を簡便に行 うことがで きる.

この作業は労力も少なく作業者への危険性 もないものと

考えられる.ま た,オ ゾン水は短時間のうちに水に戻る

ため環境汚染がなく,徹 底 した消毒作業が可能となる.

しかし,従 来のオゾン水 と称されるものは電解法 もしく

は気液混合法により生成されている.電 解法は水に電解

補助剤である食塩や塩化カリウムを加えて,電 流を流 し

化学反応によりオゾン水を生成する方法である.し かし

実際生成 される水は次亜塩素酸 ソーダを含むpHが2.2

～2 .7の強酸性水であり,あ る程度の殺菌力は有するも

のの,安 全性 と金属への腐食性および残留の面では問題

がある[4,5].気 液混合法 は溶存 オゾン濃度 が最高

4mg/l程 度で,オ ゾンガスが十分に水に溶け込まないた

め,す ぐ水に復帰 してしまい,効 力が低いか皆無である

[4].わ れわれは磁力 によりオゾンをできるかぎり微細

な気泡に分散 し,繰 り返し注入する超微細気液濃縮混合

法を開発 し,超 微細高密度のオゾン水を得られるように

した(特 許第3850027号:家 畜消毒方法お よび家畜消

毒装置).こ のオゾン水のpHは 中性を示 し純度が高 く

15mg/lの 高濃度のオゾン水を1時 間以内に1t以 上生成

することが可能な技術である.こ のオゾン水は図1に 示
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溶存オゾンガス気泡粒径分布 計測:動 的光散乱光度計

図1超 微細高密度オゾン水の性状:本 実験に使用された

超微細高密度オゾン水は一般 に市販されているオゾン

水生成装置から生成 されたオゾン水に比べ,直 径約

50nm以 下の遙かに微細なオゾンガス粒子が水に溶け

込んだものである.

す とお り一般 に生成 されたオゾン水 に比べ溶存オゾ ンガ

スの粒 径が直径50nm以 下 である.こ の超微細高密 度オ

ゾン水 を用 いて数種類 の家畜 ウイルスに対 し,ど の程 度

の消毒 効果 を示 すのかを調べたので報告す る.

材 料 お よ び 方 法

ウイルス:実 験 に,エ ンベ ロー プのない小 型球形 ウイ

ルス として,FMDウ イルス(FMDV)Asial型Shamir

株[6]お よ びO型O/JPN/2000株[7],消 毒 薬等 に対

して強い抵 抗性 を示 す豚水胞病 ウイルス(SVDV)J1株

[7]を,ま たエ ンベ ロープを有す るウイルス として豚伝

染性 胃腸炎 ウイルス(TGEV)h株[8],水 胞 性 口炎 ウ

イルス(VSV)New Jersey株[9],オ ー エスキー病 ウ

イルス(ADV)山 形株[10]お よ び豚繁殖 ・呼吸障害

症 候 群 ウ イ ルス(PRRSV)EDRD株[11]お よ び

Lelystad株[12]を 用 いた.PRRSV以 外 の ウイルス は

豚 腎 由 来 細 胞 株SK-L[7]で 継 代 され た もの を,

PRRSVは ア カゲザル腎 由来細胞株MARK145[13]で

継 代 された もの を用いた.

適 正オゾン水量調整試験:超 微細高密度オゾ ン水生成

装 置(ネ イ チ ャー ズ シス テ ムNSNI-2002お よ び

NSN120003,ネ イチ ャー ズ(株),東 京)を 用いて オゾ ン

水 を生 成 した.実 験 に使用す るオゾ ン水量 を決定す るた

め に,オ ゾ ン濃 度 を7mg/lに 設 定 した オ ゾ ン水1l,

500ml,100mlお よ び40mlと,SVDV,TGEV,VSV

お よびADVを0.5ml混 合 し,室 温で15分 間反応 させ た

後,混 合 液中の ウイルスをただ ちに10%血 清 を含 む培

地で10倍 階段希釈 を行 い感染価 を測定 した.対 照 と し

て,100mlの 滅 菌 蒸留水 と0.5mlのSVDV,TGEV,

VSVお よ びADVを 混 合 した もの,40mlの 滅 菌 蒸留水

と0.5mlのSVDVお よ びADVを 混 合 した もの をそれ ぞ

れ15分 間 室温 に置 き,混 合液 中の感染価 を試験 群 と同

図2オ ゾン水の実験使用量と各種ウイルスに対する効果

実験に使用するオゾン水の量を決定するために行っ

たもので,オ ゾン濃度は7mg/lと した.〓SVDV:

豚水胞病ウイルス,〓ADV:オ ーエスキー病ウイ

ルス,〓TGEV:豚 伝 染性 胃腸炎 ウイルス,〓

VSV:水 胞性口炎ウイルス

様 に測定 した.

オ ゾン水効果時間測定試験:オ ゾン水 が殺 ウイルス効

果を示す時 間を調べ るため に,オ ゾ ン濃 度を7mg/lに

設 定 し,オ ゾ ン水100mlとVSV0.5mlを 混 合 し,混 合

直後,10秒 後,30秒 後,1分 後,5分 後 お よび10分 後

に,10%血 清 を含 む培 地で ただ ちに希釈 を行 い,オ ゾ

ンの効果 を止 め,そ れぞれ の ウイルス感 染価 を測定 し

た.対 照 として滅菌蒸留水100mlに0.5mlの ウイルス液

を混合 し10分 後 に同様 に感染価 を測定 した.

有 効 オゾン濃度測定試験:オ ゾン濃度 と殺 ウイルス効

果 の関係 を調べ るため に,濃 度 を1,2,3お よび4mg/l

に設 定 したオ ゾ ン水100mlと ウ イルス液0.5mlを 混 合

し,そ の ウイルス感 染価 を測定 した.ウ イルスはTGEV,

VSVお よ びSVDVに つ い て は血清 を含 ま ない もの と

10%血 清 を含 む材料 を,PRRSVに つ いて は8%お よ び

24%血 清 を含む材料 を,FMDVは2%血 清 を含 む2株

のウ イルス を使用 した.ウ イルス感染 価 は混合 直後 と

10秒 後 のオゾ ン水100ml中 の ウイルス混合液 を10%血

清 を含む培地でただちに希釈 し,オ ゾ ンの効果 を止 めて

感染 価 を測 定 した.対 照 と してすべ ての 実験 におい て

100mlの 滅 菌蒸留水 に0.5mlの ウ イルス液 を混合 し15

分 後 に,混 合液 中の感染価 を測定 した.

生 成後一定時間放置 したオゾ ン水 の殺 ウイル ス効果:

濃 度5mg/lに 設 定 した オゾ ン水 に生 成直後,30分 後,

60分 後 お よび120分 後 に0.5mlの ウ イルス液 を混 合 し,

そ の直後 に ウイルス感染 価 を測 定 した.こ の試験 で は

TGEV,VSVお よ びSVDVは 血 清 を含 まな い もの と

10%血 清 を含 む材料 と して行 い,FMDVは2%血 清 を

含む2株 のウ イルスについて行 った.対 照 と して100ml

の滅 菌蒸留水 に0.5mlの ウ イルス液 を混合 し,120分 後

に混合液中の感染価 を測定 した.
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図3オ ゾン水のVSVに 対する作用時間

オゾン濃度7mg/lの オゾン水100mlと0.5mlの ウイ

ルス材料を混合し経時的にウイルス感染価を測定した.

成 績

適正オゾン水量調整試験:実 験に使用するオゾン水量

を決定するために行った本試験結果を図2に 示す.オ ゾ

ン濃度を7mg/lに 設定 したさまざまな量のオゾン水 と

0.5mlの 各種ウイルスと混合 し,そ れらのウイルス感染

価 を調べた結果,オ ゾン水量を1l～100mlま では,試

験 に用いた4種 類のウイルスすべてに対 し効果 を示 し

た.し か しオゾン水量を40mlに したところ,SVDVお

よびADVで オゾン水は殺ウイルス効果を示さず混合液

中にウイルス感染価が認められた.こ の結果から,以 後

の試験にはオゾン水量を100mlと し,0.5mlの ウイルス

液と反応させることとした.

オゾン水効果時間測定試験:オ ゾン水が殺ウイルス効

果を示すまでの時間を調べたところ,オ ゾン水と混合直

後(0秒)で すでに効果を示 した(図3).こ の結果から

以後の試験はウイルス液と混合直後および10秒 後のサ

ンプルのウイルス感染価を測定することとした.

有効オゾン濃度測定試験:オ ゾン水中のオゾン濃度と

殺ウイルス効果の関係を調べた結果を図4に 示す.エ ン

ベロープを有するTGEVに 対 してオゾン水は1mg/lで

も効果を示 したが,10%子 牛血清を含むウイルス材料

に対 しては2mg/l濃 度が有効であると思われた.エ ン

ベ ロープを有するVSVの 場合 も同様の結果を示 した.

エンベロープを有 しないSVDVで はオゾン水のオゾン濃

度が最低2mg/l必 要で,完 全な殺ウイルス作用は血清

を含 まないウイルス材料で も3mg/lの 濃度が必要であ

った.10%子 牛血清 を含む材料では3mg/lの 濃度で も

感染性 が残存 し,完 全 な殺 ウイルス効 果を得るには

4mg/lの オゾン濃度が必要であった,FMDVは2種 類

の株を用いて2%の 子牛血清を含む材料で行ったが,オ

ゾン水は1mg/lの 濃度でも両株のウイルスに対 して効

果 を示 した.2種 類のPRRSVを 用いた場合,培 地 に

8%お よび24%子 牛血清を含んでいるにもかかわらず,

エンベロープを有するウイルスの結果 と同様に2mg/l

と低いオゾン濃度で完全な殺ウイルス効果が得 られた.

生成後放置 したオゾン水の殺ウイルス効果:オ ゾン濃

度5mg/lに 設定 し生成後室温に開栓状態で放置 したオ

ゾン水にウイルス材料を混合 し,そ の殺ウイルス作用を

調べた結果を図5に 示す.60分 放置後のオゾン水でもエ

ンベ ロープを有するTGEVの 場合は血清を含まないウ

イルス材料の場合感染性は完全に消失 し,10%子 牛血

清を含む材料でも1/1,000以 下に低下 した.同 じエンベ

ロー プを有す るVSVの 場合 も同様の結果 を示 した.

FMDVの 試験 では60分 放 置後のオ ゾン水が2株 の

FMDVに 対 し明 らかな効果を示 した.し かしFMDVと

同じエンベロープを有しないSVDVで は血清を含まない

ウイルス材料で も60分 放置後のオゾン水 により感染価

は1/10,000ま では低下 したが,完 全な殺ウイルス効果

は示 さなかった.10%子 牛血清を含むSVDVの 材料で

は30分 放置後のオゾン水で感染価が約1/10,000に 低下

したが,完 全な殺ウイルス効果は得 られなかった.

考 察

オゾン水は強い酸化力を示すオゾンの微細な気泡が溶

け込んだものである.今 回実験に使用 した超微細高密度

オゾン水は図1に 示すように気泡の粒径が50nm以 下の

超微細粒子で,今 までオゾン水 として使用されていたも

のとはオゾン気泡の粒径がかな り小 さい.オ ゾンによる

各種病原体に対する消毒試験は今までも行われてお り,

各種細菌に対する効果はもちろんのこと[2,3],人 免疫

不全 ウイルス[14],猿 および人のロタウイルス[15],

ノロウイルス[16],ポ リオウイルスおよびA型 肝炎ウ

イルス[17,18],ベ ネズエラ馬脳炎ウイルス[19],ア

デノウイルスおよび猫カリシウイルス[20],お よびイ

ンフルエ ンザウイルス[21]等 に効果を示すことが報告

されている.し か し,各 実験におけるオゾンの有効濃度

は実験ごとに大きく異なってお り[14-21],実 際どの程

度のオゾン濃度で,殺 ウイルス効果を示 し消毒が可能か

明らかにされていない.従 来の実験では今回用いたよう

な超微細なオゾンガス気泡の溶け込んだ超微細高密度オ

ゾン水を用いた実験ではなく,ま たオゾン濃度の測定法

もまちまちであったため正 しい評価ができなかったと思

われる.今 回の実験に用いたオゾン水生成装置には紫外

線吸光法によるオゾン濃度測定器(EL-500型 溶存オゾ

ンモニター:ネ イチャーズ(株),東京)が 装着 されてお

り,本 機によって安定 したオゾン濃度の測定が行われた

と考えている.た だし,生 成 したオゾン水中のオゾン濃

度を測定することは,オ ゾン水中に測定器を入れた り,

オゾン水 を他の容器に移すだけでオゾン濃度が著しく低

下してしまい真のオゾン濃度測定が困難だったため,生

成したオゾン水中のオゾン濃度を測定する実験の結果を

示すことはできなかった.オ ゾン水がどのような殺ウイ
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TGEVに 対する有効オゾン濃度

VSVに 対する有効オゾン濃度

SVDVに 対する有効オゾン濃度

FMDVに 対する有効オゾン濃度

PRRSVに 対する有効オゾン濃度

図4各 種ウイルスに対するオゾン水の有効濃度.オ ゾン水の量は100mlと し,ウ イルス材料は0 .5mlと した.

〓0秒 〓10秒 △ 水温(℃)〓EDRD〓LV
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TGEV

VSV

SVDV

FMDV

図5オ ゾン水生成後放置時間の長さと殺ウイルス作用の関係オゾン濃度5mg/lに 調整した100mlの オゾン水を開栓 した状態で,

室温(約20℃)に 放置し,各 時間経過後0.5mlの ウ イルス液加え,攪 拌 してただちにウイルス感染価を測定した.

ルス作用機序 を示すかについて,文 献的にはウイルス核

酸の破壊およびウイルス蛋白のポリペプチ ド鎖の変性に

よるものであるといわれている[2].こ のことから,オ

ゾン水がウイルスを完全に不活化する能力を有すること

は明白である.し かし今回の実験成績から,オ ゾン水は

一般に用いられている消毒薬のように極少量で効果を示

す もの[1]で は な く,効 果 を調 べ る に は最 低 で も

100mlの 用 量 を要 した.ま た,オ ゾ ン水 の完全 な殺 ウイ
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超微細高密度オゾン水による殺ウイルス効果試験

ルス作用を示すオゾン有効濃度の試験結果か ら,有 機物

を含む材料では有機物を含 まない材料に比 してさらに

1mg/l高 い濃度つまり4mg/lを 必要 とした.オ ゾン水

は有機物の影響を受けやすく[3],使 用に関してはこの

ことを良 く考慮 して消毒を行 うことが重要である.こ の

ようにオゾン水は一般の消毒薬 と異なり,多 くの水量が

必要なこと,ま た有機物や容器の影響等も簡単に受けや

す く,単 純に液量中のオゾン濃度を換算 した力価が殺ウ

イルス作用に結びつくものではない.し かし,超 微細高

密度オゾン水は生成後の安定性が高 く,即 効性があるた

め,水 洗感覚で使用すれば効果的であることが推察され

た.超 微細高密度オゾン水は強い殺 ウイルス効果 を示

し,残 留 はな く安全で,ま た脱臭効果も強いため[2,

3],水 洗を兼ねた畜舎の消毒 にはとても有効な衛生対策

手段であると思われる.た だし,今 回実験で示 したよう

にオゾン水が一般消毒薬とまったく性質が異なるもので

あることを考慮 し使用することが望 まれる.
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Experimental Study of Disinfection for Animal Disease Viruses

Using Nano Pico Ozone Water

Junsuke SHIRAI*†, Eiji MATSUMURA and Nobuko HAGIWARA

* Tokyo University of Agriculture and Technology, 3-5-8 Saiwai-cho, Fuchu, 183-8509, Japan

SUMMARY

Disinfection against four enveloped animal disease viruses and two non-enveloped viruses (foot-and-mouth
disease virus (FMDV) and swine vesicular disease virus (SVDV)) using nano pico ozone water was studied. A
clear disinfecting effect of this ozone water was observed with more than 100 ml in volume (4 mg/l), but the
effect was observed immediately after mixing. The effective concentration against enveloped viruses and
FMDV was 1 mg/l, but more than 3 mg/l was required for SVDV. The disinfecting effect of ozone water was
influenced by organism contamination, but the disinfecting effect was continued 60 min after generation against
enveloped viruses and FMDV. Nano pico ozone water could be used for disinfection against animal disease
viruses, because of its effectiveness at low concentrations and immediate effect.

•|

Key words: Animal disease virus, disinfection, nano pico ozone water.
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