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ウイルス不活化試験結果

(細胞毒性および感染阻害作用の確認試験を含む)

1.検 体

2020年10月16日 受取 計1点

レグ ノアAg+抗 菌 ・抗 ウイルスコート

2.試 験目的

検体の相加シウイルスに対する不活化効果を確認する。

(補注)初 力リシウィルスは、細胞培養系が確立されていないノロウイルスの代替ウイルスとして広く用 い

られている。

3.試 験材料

(d)言式葛寅ウイルス

Feline　calicんvirus　F-9　 ATCC∨R-782　 (ネコカリシウイルス)

(2)使 用細胞

CRFK細 胞　 ATCC　 CCL-94

(3)使 用培地

細胞増殖培地:10%ウ シ胎仔血清(/0%FBS)加 イーグルMEM培 地

細胞維持培地:2%ウ シ胎仔血清(2%FBS)加 イーグルMEM培 地

(4)中 和液

10%ウ シ胎仔血清(10%FBS)加 イーグルMEM培 地(細 胞増殖培地と同 じ)
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4.ウ 仙ス浮遊液の調製

(d)細 胞の培養

CRFK細 胞を、組織培養用フラ刀内に単層培養する。

(2)ウ イルスの接種

単層培養 したフラスコ内か ら細胞増殖培地を除き、試験ウ仙スを接種する。接種後、細胞維持培地

を加えて、37℃ の炭酸がスインキュペーター(CO2濃 度5%)で1～2日 間培養する。

(3)ウ イルス浮遊液の調製

培養後、ほぼ全ての細胞に変性が生 じた ことを倒立位相差顕微鏡で確認する。培養液および

細胞を回収 したのち、-80℃(超 低温フリーザー)お よび25℃(温 浴)で 凍結融解を3回 繰 り返

す。この液を遠心分離(400×g、15分 間)し 、得られた上清をウイルス浮遊液とする。

5.予 備試験(1)細 胞毒性の確認試験

5.1試 験方法

① 検体 を、中和液で'IO{9,100倍 、4000倍 、10000倍 に希釈する。

②　CRFK細 胞を単層培養 した96ウ ェルマイ夘プレートか ら細胞増殖培地 を除き、これに細胞維持培

地0.1rnLを 加える。

③ このマイ夘プレートの1列(8ウ ェル)に 、①の各希釈液をO.1mLず つ加える。また対照として、

中和液 ○.1mLを8ウ ェルに加える。これを、37℃ の炭酸がスインキュペ汐一で4～7日 間培養する。

④ 培養期間中、倒立位相差顕微鏡を用いて細胞を観察 し、細胞変性(形 態変化や剥離)が 認め

られたものを細胞毒性ありと判定する。

5.2試 験結果

表1.細 胞毒性の確認試験結果

検 体

検体の希釈倍率 細胞変性の無

かった最低希

釈倍率10倍 100倍 1000倍 10000倍

レグ ノアAg+抗 菌 ・

抗ウ仙ス}卜

十十十十

十十十十

(8/8)

十十十十

十十十十

(8/8)

… 一 一 一

一 一 一 　

(O/8)

　 一 一 一

一 一 一 一

(0/8)

1000倍

対 照(中 和液) 中和液による細胞変性はなかった(O/8)。

十'細 胞変性あ り 細胞変性な しO:細 胞変性ウ1ル/8ウxル

5.3細 胞毒性試験まとめ

検体は、中和液で1000倍 希釈すれば、細胞毒性は認められなか った。
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6.予 備試験(2)ウ イルス感染阻害作用の確認試験

6,1試 験フ首法

① 検体を、細胞毒性が認められなくなるレベルまで、中和液で希釈する(本 試験の場合、表1.の

結果より、1000倍 希釈 とする)。

② この希釈液10mLに 、ウ仙ス浮遊液O.1　mLを 接種 して10分 間静置する。また対照として、

中和液10mLに ウイルス浮遊液QjmLを 接種 し、10分 間静置する(こ れ らをウィルス作用液とす

る)。 静置後、ウイルス作用液を中和液で40倍 段階希釈する。

③　CRFK細 胞を単層培養 した96ウ ェルマイPOプレートから細胞増殖培地を除き、 これに細胞維持培

地0.1mLを 加える。

④ このマイクoプレー5の1列(8ウ ェル)に 、②の各段階希釈液をQlrnLず つ加え、37℃ の炭酸が

スインキュペーターで4～7El間 培養する。

⑤ 培養後、倒立位相差顕微鏡を用いて細胞変性の有無を観察する。その結果 をもとに、Reed-

Muench法 によ りウイルス感染価(TCID5,/mL)を 算出する(表2.参 照)。

⑥ 対照とウイルス作用液の感染価にO.510g以 上の差がなければ、試験ウイ似 の細胞への感染に阻

害作用がないと判定する。

6.2試 験結果

表2,ウ 仙ス感染阻害作用の確認試験結果

検 体
希釈

倍率

ウ仙ス作用液の希釈倍率(10-n)
感染価

3 4 5 6 7

対 照

(中和液)

十十十十

十十十十

(8/8)

十十十十

十十十十

(8/8)

十十十十

十十十十

(8/8)

十 一 十十

十 一 一十

(5/8)

一 一 一 　

一 一 一 一

(O/8)

7.2

レグ ノアAg+抗 菌 ・

抗 ウイルス〕一ト

1000

十十十十

十十十十

(8/8)

十十十十

十十十十

(8/8)

十十十十

十十十十

(8/8)

十 一 一一

一 十 十一

(3/8)

一 　 一 一

一 一 　 一

(O/8)

6.8

十:細 胞変 性あ り 一:細 胞変 性 な し():細 胞 変性ウェル/8ウ1ル

感染 価:ウ イルス作用 液1mLあ た りのlog　 TCID50

6.3ウ 仙ス感染阻害作用まとめ

検体の希釈液と対照とのウイルス作用液の感染価差は、○.510g未 満であった。 これより、検体

は細胞毒性のないレベルにまで希釈すれば、試験ウイルスの細胞への感染にも阻害作用 は生 じない

ことが確認された。
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7.ウ 仙ス不活化試験

7.1試 験方法

① 検体9.9gに 、ウ仙ス浮遊液0.1mLを 接種する。

② 接種 して1分 、5分 、15分 後に、そのO.2gを 採取 して中和液1.8mLで 希釈する。この

希釈液を、さらに中和液で10倍 段階希釈する。

③ 対照として、検体を滅菌精製水に代えて同様にウイルス浮遊液を接種 し、接種直後および15分

後に、中和液でIO倍 段階希釈する。

④　CRFK細 胞を単層培養 した96ウ ェルマイPOプレートから細胞増殖培地を除き、 これに細胞維持培

地0.1mLを 加える。

⑤ このマイク0プレーFの1列(8ウ1ル)に 、②、③の各段階希釈液をO.1mLず つ加え、37℃ の炭

酸がスインキュペーダで4～7日 間培養する。

⑥ 培養後、倒立位相差顕微鏡を用いて細胞変性の有無を観察 し、その結果をもとにウィルス感染価

を算出する。

7.2試 験 結果

次 へ㌧ ヅ表3.に 記載 。

7.3ま とめ

試験ウィルス 検 体 作用時間 抗ウィルス活性値

初力リシウイルス
レグ ノアAg+抗 菌 ・

抗 ウ仙スコート

1分 >3.9

5分 >3.9

15分 >3.9

【参考】JISL1922:2016繊 維製品の抗ウ仙ス性試験方法の判定基準

抗ウイルス活性値 効果の説明

2.0～3 効果あり

≧3.O 十分な効果あり
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表3.ウ イルス不活化試験結果

検 体
作用 検体の希釈倍率(1σn)

感染価
抗ウィルス

時間 活性値*
1 2 3 4 5 6 7 8

十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 十 十 一 一 一 十 一 一 一 一 一 　

接種
十十十十 十十十十 十十÷十 十十十十 十十÷十 十÷十十 一 一 一 一 一 一 一 一 7.4 一

対 照
直後

(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (6/8) (1/8) (O/8)

(滅菌精製水) 十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 十十十一 一 一 一 　 一 一 一 一

15分 十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 十十十十 ÷十十一 一 一 一 一 一 一 一 一 7.3 一

(8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (6/8) (○/8) (0/8)

十十十十 十十十十 一 一 一 一 一 一 一 　 一 　 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 … 一

1分 十++十 十十十十 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 〈3.5 >3.9

(8/8) (8/8) (O/8) (O/8) (O/8) (O/8) (O/8) (0/8)

げ ノアAg+抗 菌 ・
5分

十廿 十
十÷十十

十+++

十十十十

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一

一 一 一 一 〈3 .5 >3.9

 

抗ウイルス}ト
(8/8) (8/8) (O/8) (O/8) (O/8) (O/8) (O/8) (O/8)

+十++ 十十十十 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 　 　 一 一 一 一 一 一 一 一

15分 十十十十 ÷十十十 一 一 一 一 一 一 　 一 一 一 一 一 　 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一
〈3.5 >3.9

(8/8) (8/8) (O/8) (O/8) (0/8) (O/8) (O/8) (O/8)

十:細 胞変性あ り 一:細 胞変性な し 十:細 胞毒性による細胞変性あり

*抗 ウイルス活性値=対 照の接種直後のウイルス感染価 一 検体のウイルス感染価
():細 胞変性 ウェル/8ウ ェル 感 染価:検 体1gあ た りのlog　 TCIDso

以 上


