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■　緒　言
ヒトノロウイルスは、非細菌性急性胃腸炎の原因となることで知られる、カリシウイルス科の非

エンベロープウイルスである。感染力、環境耐性が高く（Rzezutka ⓔⓣ ⓐˡ．, 2004）、10 〜 100 粒子程度
といったごく少量のウイルス数でも発症することが明らかとなっている。感染経路としては、ウイル
スに汚染された生の食品もしくは加熱不十分な食品の喫食や、感染者が調理することによる食品を介
した感染、感染者の糞便や嘔吐物から手指等を介することによる接触感染、または空気中に飛び散っ
たウイルスを吸い込むことによる飛沫感染が挙げられる。感染後、24 〜 48 時間で発症し、吐き気、
嘔吐、下痢、腹痛、軽度の発熱といった症状を引き起こすことが明らかとなっている（de Wit ⓔⓣ ⓐˡ．, 
2007）。

わが国で報告されているウイルス性食中毒の多くはノロウイルスを原因とするものであり、全ての
食中毒事例中、患者数においてはノロウイルスによるものが最も多い。直近では、2014 年 1 月に浜松
で発生した食パンを原因とする集団食中毒が挙げられ、製造工場の従業員がノロウイルスに感染して
いたことから食品が汚染されて感染が拡大したと考えられている。学校閉鎖となる小学校が相次ぎ、
発症した児童数は 1,000 人を超えるものとなった（浜松市, 2014）。

ノロウイルス食中毒の主な原因食品としてはカキなどの二枚貝が多く報告されてきたが、近年で
は、サラダなどの非加熱喫食食品（RTE 食品）を原因食品とする食中毒事例もしばしば報告されてい
る。これは、ウイルスに汚染された水や土壌での生鮮野菜の栽培や（El⊖Senousy ⓔⓣ ⓐˡ．, 2013）、収穫後
の洗浄に汚染水を使用したことによるものであると考えられている（野田 衛, 2013）。以前の調査では、
レタス、イチゴ、ラズベリーなどといった生鮮食品の表面にノロウイルスが付着、流通し、アウトブ
レイクを引き起こした事例が報告されている（Ethelberg ⓔⓣ ⓐˡ．, 2010）（野田 衛, 2013）。

しかし、これらの RTE 食品中でのウイルスの挙動、また製造段階で添加される保存料や日持ち向上
剤、喫食時に用いられる調味料等がウイルスの生残に及ぼす影響について調べた例は少ない。

そこで本研究では、サラダ中でウイルスがどのような挙動を示すのか解析するとともに、ウイルス
不活化効果を持つ薬剤を探索することを目的とした。

■　方　法
使用ウイルス

本研究では、ヒトノロウイルス（hNoV）の代替ウイルスであるネズミノロウイルス（MNV⊖1）を用い
た（Katharina ⓔⓣ ⓐˡ．, 2012）。

マウスマクロファージ細胞（RAW 264.7）を、10％ウシ胎児血清（Fetal bovine serum；FBS）、1％ ペニ
シリン ⊖ ストレプトマイシン溶液（Wako）を含んだ D⊖MEM 培地（Wako）を用いて、コンフルエントに
なるまで培養した。そこに１ml の MNV⊖1 を接種し、細胞変性が広く見られたら凍結 ⊖ 融解を ⊖20℃
で 2 回、⊖80℃で 2 回ずつ繰り返した後、遠沈管に分注して 8,000g、20 分の遠心分離し、使用するま
で ⊖80℃で保存した。

1．サラダの作製
製造段階における洗浄等に用いられる薬剤等の影響を排除するため、小売店で購入したキャベツと

タマゴでコールスローサラダおよびタマゴサラダを作製し、実験に用いた。キャベツは滅菌した包丁
で切り、約 55℃に熱したお湯に 10 秒程くぐらせた後フードプロセッサーで細断し、2％の塩水に 1 分
間浸漬した。水分を切った後 20％量のマヨネーズを加えてよく混ぜ、実験に供した。タマゴは茹でた
ものをスライサーで細かくし、20％量のマヨネーズを加えてよく混ぜ、実験に供した。

2．サラダ中での MNV⊖1 の挙動解析
作製したサラダをストマッカー袋に 10g ずつ取り、感染価が 106PFU/ml 程度の MNV⊖1 を１ml 接種

した。サンプルをストマッカー（Seward）を用いて 230rpm で 30 秒間ホモジナイズし、ウイルスをサラ
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ダに付着させ、4℃で 5 日間保存した。
回収は、0（接種直後）、1、2、3、4、5 日目に行った。ストマッカー袋に PBS（ニッスイ）を 90ml 加

えてストマッカーにかけ、ウイルスを遊離させた。その後ろ過滅菌し、D⊖MEM 培地を用いて段階希
釈を行った。サンプルはアッセイに用いるまで ⊖80℃で保存した。

3．調味液中での MNV⊖1 の挙動解析
本実験には、マヨネーズ、ゴマドレッシング、フレンチドレッシングをサンプルとして使用した。

各調味液を滅菌チューブに 9g 取り、感染価が 106PFU/ml の MNV⊖1 を 1ml 加えてボルテックスし、
4℃で 5 日間保存した。

回収は同様に、0（接種直後）、1、2、3、4、5 日目に行った。サンプルを新しい滅菌チューブに 1g
測り取り、PBS を 9ml 加えてボルテックスした後、8,000g、10 分で遠心分離し、0.2μm シリンジフィ
ルターを用いてろ過滅菌した。これを D⊖MEM 培地で段階希釈し、プラークアッセイを用いて感染価
を測定した。

4．各種日持ち向上剤・保存料によるウイルス低減の検討
薬剤は、フェルラ酸（三栄源エフ・エフ・アイ）、ポリリジン製剤であるサンキーパー 381（三栄源エ

フ・エフ・アイ）およびグリシン酢酸ナトリウム製剤であるサンキーパー S⊖30（三栄源エフ・エフ・ア
イ）、アートフレッシュ101（三栄源エフ・エフ・アイ）、アートフレッシュ108（三栄源エフ・エフ・ア
イ）を用いた。それぞれ蒸留水に溶かして 5,000、6,000、7,000、8,000、9,000、10,000ppm に調製し
てろ過滅菌し、実験に供した。

調製した薬剤を滅菌チューブに移し、感染価が 106PFU/ml の MNV⊖1 を等量加えてボルテックスし
た。室温下で 1 時間暴露し、D⊖MEM 培地で段階希釈をした後、プラークアッセイを用いて感染価を
測定した。

5．プラークアッセイ
プラークアッセイは、Mariam ら（2012）の方法を参考にして行った。RAW 264.7 を、細胞数が 1.0×

106cells/well 程度になるように 6well プレート（Falcon）に接種し、37℃、19 時間培養して細胞を定着
させた。培養後、細胞液を抜いて MNV⊖1 を接種したサンプルを 1well につき 500μl ずつ接種し、1 時
間浸とうさせた後ウイルス液を除去した。そこに 1.5％の SeaPlaque Agarose（Lonza）を含む D⊖MEM 培
地を 2ml 入れ、10 分間静置して固定し、37℃、で 48 時間インキュベートした。測定には、0.03％の
ニュートラルレッド（SIGMA）を含む PBS 溶液を染色液として用いた。染色液を 1well につき 2ml ずつ
入れ、1 時間染色した後プラーク数を数え、感染価を測定した。

■　結　果
1．サラダ中での MNV⊖1 の挙動解析

作製したサラダ中での MNV⊖1 の挙動を解析した結果、コールスローサラダにおいては、日が経つ
につれ若干の感染価の減少傾向が見られるものの、5 日間の保存期間中、感染価はほとんど減少しな
かった。また、タマゴサラダにおいても、保存期間中感染価の大きな減少は認められず、5 日目の時
点で 0.5log 程度の感染価の減少にとどまった。（Fig.1、2）。

2．調味液中での MNV⊖1 の挙動解析
調味液中での MNV⊖1 の挙動を解析した結果、マヨネーズ、ゴマドレッシング、フレンチドレッシ

ングのいずれも、暴露後も感染価を維持しており、接種ウイルス量に対し、0.5log 程度減少にとど
まった（Fig.3）。

3．各種日持ち向上剤によるウイルス低減の検討
各薬剤の MNV⊖1 に対する不活化効果を確認したところ、ポリリジン製剤の 10,000、8,000、

6,000ppm において、感染価が 2log 以上減少した。また、フェルラ酸の 9,000、8,000、7,000ppm に
おいても、2log 以上感染価が減少した。3 種のグリシン酢酸ナトリウム製剤では、全ての濃度におい
て多くて 1log 程度の感染価の減少であり、不活化効果が得られなかった（Table1）。
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■　考　察
本実験では、サラダ中で MNV⊖1 がどのような挙動を示すのか解析するため、自作したサラダに

MNV⊖1 を接種し、プラークアッセイを用いて感染価を測定した。その結果、5 日間の保存期間中にウ
イルスの感染価の減少は認められず、MNV⊖1 はサラダ中で長期にわたって生残することが明らかと
なった。ノロウイルスは 10 〜 100 粒子程度のウイルス数で発症することが知られており、これを超
えるウイルス汚染が起こった場合、これら食品を介して感染する危険が高まることが推察された。

一般的にサラダは調味液等を添加して喫食することが多いが、これらの使用がウイルスの生残に及
ぼす影響はほとんど明らかとなっていない。以前の調査に、マヨネーズの細菌に対する低減効果を調
べた例があり（Hwang ⓔⓣ ⓐˡ．, 2005）、この報告を受け、本研究ではノロウイルスに対しても同様の効果
を持つのか検証したが、サラダと同様、5 日間の保存期間中感染価は減少せず、このことから、サラ
ダに調味液を添加しても MNV⊖1 の生残には影響を及ぼさないことがわかった。

以上 2 つの実験結果より、サラダの一般的な消費期限内で、MNV⊖1 は調味液の有無に関わらず生残
することが明らかになった。これらの RTE 食品では加熱することなしにそのまま喫食するため、混入
したウイルスを除去する手段がない。したがって、製造段階や喫食前にウイルスが混入した場合、重
大な結果を引き起こす可能性も想定されることから、事前にウイルス混入を防ぐことが重要であるこ
とが改めて確認された。

サラダ類の中には、業務向け等比較的消費期限の長い製品も存在し、それらの保存のためには、日
持ち向上剤や、保存料が使用されている。しかしながら、そのような製品における、保存料や日持ち
向上剤のウイルスに対する効果は明らかとなっていない。そのため本研究では、これらの薬剤の効果
についても検証し、ウイルス低減に効果を持つ薬剤の探索を行った。

各薬剤のウイルスに対する不活化効果の検討において、ポリリジン製剤が、どの濃度でも 2log 程度
感染価を減少させることが明らかとなり、これら薬剤の不活化効果が期待された。ポリリジンの抗菌
メカニズムについては、細菌表面に静電気的に結合し細胞膜を破壊することによる抗菌効果があるこ
とが報告されている（Yuhua ⓔⓣ ⓐˡ．, 2011）。しかしポリリジンのウイルスへの作用機構はいまのところ
解明されておらず、今回の結果をもたらしたメカニズムについては今後検討していく必要があると考
えられる。

フェルラ酸においてもポリリジンとほぼ同等の効果が見られたが、効果が認められた添加濃度で
は、酸味が強くなってしまうため、食味に影響を及ぼす可能性が考えられた。グリシン酢酸ナトリウ
ム製剤の不活化効果はどれも 1log 以下の減少量であり、不活化効果をもたないことがわかった。グリ
シン酢酸ナトリウムにおける抗菌メカニズムについては、pH が下がって疎水性となったところで細
胞内に入り込み、解離して水素イオンを放出することで細胞の ATP を消費させ、細菌を弱らせると考
えられているが、このような作用機構は、ウイルス不活化には効果がない可能性が考えられた。

これら薬剤によるウイルス感染価の減少量は多くて 2log 程度であるが、加工段階で入念な洗浄が
行われる市販のサラダに 2log 以上のウイルスが混入していることは考えにくいため、サラダにおいて
も同様の効果が得られれば、低減効果としては十分であると考えられた。本研究ではサラダ等 RTE 食
品中でノロウイルスが長期にわたり感染価を維持すること、その感染力は調味料等では低減できない
ことが確認できた。しかし、日持ち向上剤、保存料の中には、抗ウイルス活性を有するものが確認さ
れ、今後これら薬剤等の実用化に向け、詳細な検討を行うことで、より安全な製品の供給に寄与でき
ると考えられた。
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Fig.1　4℃に保存したコールスローサラダ中の MNV の挙動（n=3）.
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Fig.2　4℃に保存したタマゴサラダ中の MNV の挙動（n=3）．

Fig.3　4℃に保存した各種調味料中での MNV の挙動（n=3）
●；マヨネーズ，◆；セサミドレッシング，■；フレンチドレッシング．
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Table1　日持ち向上剤、保存料の MNV 低減効果


