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2.　 試験管内試験（in vivo）による消毒薬の有効

性評価

2.1　懸濁試験（浮遊試験）

微生物に対する消毒薬の抗微生物活性を基礎的に評価

する試験管内試験としては、供試微生物に消毒薬（液剤）

を任意温度、任意時間作用させ、供試した微生物数ない

しウイルス感染価（以下、感染価）の減少量を定量的に

求める、いわゆる懸濁試験（浮遊試験）が一般的である。

供試する標準的な微生物種が株番号と共に指定されてお

り、必要に応じて臨床分離株等を適宜追加することは許

容される。また供試する微生物数、感染価も規定されて

おり、所定の培地あるいは細胞を用いて前培養した微生

物を生理食塩液や緩衝液等に懸濁させる。消毒薬との作

用に際しては実使用状態を想定して、有機物を共存させ

ることが多く、例えば欧州の医療領域における有機物の

代替物質としては、清浄条件では 0.03% 牛アルブミン、

汚染条件では 0.3% 牛アルブミン＋ 0.3% 羊血球（いずれ

も作用液の濃度）が規定されている。微生物懸濁液、有

機物液、消毒薬を一定の比率で混合し、任意温度下、数

十秒～数分間作用後に中和剤（不活性化剤）または希釈

1.　はじめに

消毒薬の有効性評価に関して、公的な標準試験法や評

価、基準・規格は我が国には存在せず、試験者各々の意

図や判断に基づく方法、基準にて評価され、 それら評価

を相互比較することは必ずしも容易ではない。一方、米

国や欧州では殺菌・消毒に関する表示をしている製品に

対して、各国の標準試験法に従った評価が従来からなさ

れており、例えば欧州では、欧州連合（EU）の誕生によ

り加盟各国の法的整合性が図られ、消毒薬を含め様々な

製品に関しての統一標準試験規格（European Norm；EN）

がそれぞれ制定、適宜改訂されている。米国では消毒製

品の用途に応じ、国家の管轄諸機関において、米国内で

制定された標準試験法の最新版を用い、各機関が規定す

る条件・基準に基づいて評価される。

本総説では、医療領域に用いられる消毒薬・消毒製品

の有効性（抗微生物活性）に関して、欧米の標準的試験法、

判定基準、規格について、本誌既報 1) の一部改訂と併せ

解説すると共に、日本における取り組みも紹介し、今後

の展望についても言及する。なお、本総説ではウイルス

も微生物として扱うこととする。
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液を用いて消毒薬の作用を確実に停止したのち、残存す

る微生物を適宜の方法で培養して、作用後の微生物数な

いし感染価を求める。別に求めた消毒薬作用前の微生物

数ないし感染価を基に、消毒作用によって減少した量を

算出する。微生物数、感染価は対数変換して扱うことが

多く、この懸濁試験において、例えば欧州では、細菌に

対しては 5log10 以上の、真菌、ウイルス、芽胞に対して

は 4log10 以上の微生物数、感染価の減少をもたらす抗微

生物活性が要求される 2,3,4,5)。米国における代表的な試

験法 6,7) も含め、これら懸濁試験の概要を表 1 に纏めた。

2.2　表面試験（キャリアー試験）

消毒薬の実際の使用状況においては、器物や環境表面

等に付着した微生物に対して作用させることが多く、そ

のような場面の評価としては、指定された硬質無孔性素

材（キャリアー）の表面に微生物液を滴下乾燥させ、そ

の上から消毒薬を作用して、作用による微生物数、感染

価の減少等を求める、いわゆる表面試験（キャリアー試

験）が規定されている。キャリアーとしては、ステンレ

ス、ガラスなどが繁用される。有機物を負荷した微生物

懸濁液を、試験するキャリアー表面に滴下・乾燥後、そ

の上から消毒薬を覆うように適用させ、任意温度下、数

分間作用後、キャリアーごと中和剤ないし希釈液にとり、

キャリアー表面に生残する微生物を所定の方法で回収し

て、残存する微生物数、感染価、あるいは微生物の発育能、

ウイルス感染能の有無を調べ、定量評価の場合は、別に

求めた消毒薬作用前（未処理）の微生物数、感染価を基に、

消毒薬作用によって減少した量を求める。例えば欧州で

は、細菌に対しては 4log10 以上の、真菌、ウイルスに対

しては 3log10 以上の微生物数、感染価の減少をもたらす

抗微生物活性が要求される 8,9)。米国では非生体の消毒

薬は環境保護庁（Environmental Protection Agency :EPA）への

登録が必要となり、医療施設に用いる消毒薬の有効性評

価プロセス 10) において、細菌、真菌に対しては Associa-

tion of Official Analytical Chemists（AOAC）の、ウイルス、

芽胞に対しては American Society for Testing and Materials

表 3　欧米における清拭試験の例

試験名

EN 16615:2015
Chemical disinfectants and antiseptics - Quantitative test
for the evaluation of bactericidal and yeasticidal activity
of chemical disinfectants in the medical area on non-
porous surfaces  (phase 2, step 2)

AOAC 961.02
Official Methods of Analysis of the AOAC International,
Chapter 6, Disinfectants, Official Method 961.02
Germicidal Spray Products as Disinfectants.

対象微生物*1

Pseudomonas aeruginosa   ATCC 15442
Staphylococcus aureus   ATCC 6538
Enterococcus hirae   ATCC 10541
Candida albicans   ATCC 10231

Staphylococcus aureus  ATCC6538
Pseudomonas aeruginosa   ATCC15442

表面あたり微生物数*2 細菌：7.5 x 105～2.25 x 108

酵母：7.5 x 104～2.25 x 107 1.0 x 105 ～3.2 x 106

負荷物 0.03% BSA（清浄条件）
0.3% BSA+0.3%ヒツジ赤血球（汚染条件） 5% 血清

表面 ポリウレタン表面加工された塩化ビニル 非腐食性顕微鏡用スライドガラス
25x25mm,　18x36mm　あるいは　25x75mm

清拭材料 55%パルプ45%PET不織布　17.5x28cm メーカー指定

作用方法
製剤含浸ワイプに2.3-2.5kg、底面12.1x8.6cmの重りを載せ、
5x5cmの供試微生物接種エリア（T1)、同非接種エリア（T2~4)を
含む 12x50cmエリアを2秒以内に手動で一往復

1平方インチ(約6.45cm2)に供試微生物液を10μL塗布乾燥後、
メーカー指定の方法で清拭（または外側から内側への回転）

作用時間*3 4～30℃, 清拭後5min±10sec 10min 以内

要求基準*4

微生物接種エリア（T1)
細菌：5 log10 以上の減少
酵母：4 log10 以上の減少

微生物非接種エリア（T2 ～T4)：平均して50cfu未満

供試微生物あたり60キャリア―
許容陽性個数：1個以下
供試微生物あたり最低3ロット実施

*1,2,3,4: 米国試験例（AOAC）の、対象微生物、表面当たり微生物数、作用時間および要求基準は、EPA Product Performance Test Guideline, OCSPP
810.2200における清拭製剤用の要件を記載
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えば欧州では、細菌に対しては 5log10 以上の、真菌、ウ

イルス、芽胞に対しては 4log10 以上の微生物量、感染価

の減少をもたらす抗微生物活性が要求され、さらに、微

生物滴下エリアを外れた清拭エリアも回収して、清拭に

よる微生物の拡散程度が規定以下となることも求められ

る 14)。米国では表面試験と同様に、EPA が採用する試

験法 15)、並びに規定する条件、要求基準に基づいて評価

される。

清拭試験の概要を表 3 に纏めた。また欧州にて規定

される清拭試験の概要を図 1 に示した。

なお、内視鏡等の医療機器類の再生等に用いる高水

準消毒薬について、米国では、管轄機関である FDA の

許認可が必要となり、FDA が規定する試験法および基

準 16）にて評価される。詳細に関しては紙面の都合上、

本解説では割愛する。

（ASTM）の各該当試験法 11,12,13) を主に準用し、EPA が規

定する条件・要求基準に基づき評価される。表面試験

（キャリアー試験）の概要を表 2 に纏めた。

2.3　清拭試験

器物や環境の表面は、消毒薬等を何等の清拭担体に含

浸させ、あるいは含浸済みの担体製品を用いて衛生化を

図ることが多く、そのような清拭による微生物減少効果

を評価する目的として、清拭試験が設定されている。所

定の硬質無孔性表面に、有機物を負荷した微生物懸濁液

を塗布・乾燥後、その表面を消毒薬を含浸させた担体な

いし含浸済み担体を用いて、所定の方法で清拭する。そ

の後、微生物滴下エリアについて中和液を含浸させた綿

棒等で擦過して、残存する微生物を回収する。別に求め

た未清拭における微生物数、感染価を基に、清拭による

微生物の減少量等を求める。この表面試験において、例

field1 field2 field3 field4

a = 5cm

a a aa

a

a

a a

10cm

12
.1

cm

8.6cm

50cm

20
cm

a

方法 1. field 1に菌液を塗布、乾燥。
2. おもりを乗せた含浸ワイプでfield 1～4を拭き取る（一往復）
3. 所定時間作用後の各field表面の微生物数を測定

評価 ①減菌効果 ・・・field1の微生物数の減少
②拡散抑制効果・・・field2~4の微生物数（の増加）

おもりと
ワイプ

① ②

図 1　欧州標準試験法 EN16615 の概要

拭き取り開始時 拭き取り中
（折り返し地点）

図 2　欧州標準試験法 EN16615 の概要（拭き取り操作）
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ボ（消毒成分を除いた調製製剤、調製が難しい場合は非抗菌石

けん、ないしは生理食塩水等）に対する所定マージンでの

優位性、が求められる。

手術時手指衛生は、上述したように手指の常在菌が消

毒対象となる。欧州はボランティアの指先、米国は手指

全体、を対象エリアとする。任意の方法で手指衛生後、

消毒直後並びに一定時間経過後（欧州は 3 時間後、米国は

6 時間後）にそれぞれの方法で手指の常在菌を回収する。

別に求めた消毒前の微生物数を基に、手指衛生後の微生

物数との差を求める。要求基準は上述の衛生学的手指消

毒と基本的に同様であるが、一定時間経過後の常在菌の

再増殖抑制効果も評価される 22,23)。

衛生学的手指衛生および手術時手指衛生の各有効性評

価を表 4、5 に纏めた。

3.2　生体皮膚消毒

カテーテル等のデバイス挿入部位の皮膚や執刀手術に

おける術野皮膚の消毒に関わる評価として、米国 ASTM

の試験法 24) が存在する。この試験も健常人ボランティ

アを用いるが、穿刺皮膚の代表として前腕、腹部また

は背中、術前の乾燥皮膚の代表として腹部、同、湿潤

皮膚の代表として鼠径部、をそれぞれ対象とする。先

の FDA-FR では、前腕は消毒してから乾燥後 30 秒以内、

腹部と鼠径部は同乾燥後 30 秒以内ないし 10 分以内に、

いずれも各 1cm2 エリアから消毒前・後の皮膚常在菌を

所定の方法で擦過して回収し、消毒による減菌効果を求

め、FDA が承認した既存消毒薬との非劣性、並びにプ

ラセボに対する所定マージンでの優位性、が要求される。

4.　消毒薬の有効性評価における留意点

消毒薬の有効性評価における我が国での留意点として

は、以下のような事柄が挙げられる。

4.1　消毒薬の希釈に用いる水質

消毒薬を希釈して適用する際、精製水を用いる限りに

おいては大きな問題は発生しないが、水道水を用いて希

釈する場合、消毒薬の成分が水道水に含まれる塩類等と

反応して不溶化する場合 25) や、水道水の硬度が消毒薬

の抗微生物活性に影響を与える（効力が低下する）場合が

ある 26)。海外の評価試験において規定される消毒薬希釈

水の硬度（300ppm 以上）は、我が国の水道水硬度に比べ

3.　 ボランティア試験（in vivo）による消毒薬の

有効性評価

生体に用いる消毒薬の有効性評価は、医療従事者が行

う手指衛生、並びに患者の皮膚消毒に関し、評価法と基

準がそれぞれ規定されている。懸濁試験による in vitro

での基礎的な活性評価に加え、健常人ボランティアを対

象とした、in vivo での評価が求められ、前者はヒト手指、

後者はヒトの前腕、腹部、並びに鼠径部を対象とした試

験である。

3.1　手指衛生

手指衛生は、医療従事者が病棟での一般的な医療行為

の前に行う、いわゆる衛生学的手指衛生と、手術の前に

念入りに行う手術時手指衛生がある。前者は皮膚通過性

菌を消毒対象としているのに対し、後者は皮膚常在菌が

消毒対象となる。何れの場合もアルコールを含有するラ

ビング剤と、流水での洗い流しを伴うスクラブ剤がある

ため、それぞれの手指衛生方法と、要求基準に関わる対

照製剤が各々規定されている。

衛生学的手指衛生の評価に供試される皮膚通過性菌と

して、欧州では大腸菌 K12、米国ではセラチアが指定さ

れている。評価部位は、欧州では手指先に限定している

のに対し、米国では手指全体を対象とする。そのため、

欧州では指先のみに指標微生物を塗布（菌液の中に手指先

をつけて汚染、乾燥）するのに対し、米国では一定量の微

生物液を手指全体に拡散塗布、乾燥させる。所定の方法

で手指衛生した後の微生物回収方法は、欧州では、指先

のみを回収液内で被験者自身が揉み出し洗いするのに対

し、米国では手袋を装着し、手袋内に回収液を加えた後、

介在者が手袋上からマッサージして生残微生物を回収す

る。別に手指衛生を行わず同様の方法で回収した微生物

数（ベースライン）を基に、手指衛生を行った後の微生

物数との差を求めて消毒効果とする。欧州は対照製剤と

して、ラビング剤の場合は 60% イソプロパノール、ス

クラブ剤の場合は非抗菌石けんが指定されており、それ

ら対照における低減効果との統計学的な検定が求められ

る 17,18)。米国の場合は、生体消毒薬を管轄する米国医薬

食品衛生局（Food and Drug Administration ：FDA）の、ヒト

に適用する一般用消毒製品の安全性と有効性に関する規

制 Final Rule（FR）19) に従い、ASTM の試験法 20,21) を用い、

FDA が承認した既存消毒薬との非劣性、並びにプラセ
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表 4　欧米における衛生学的手指消毒薬のボランティア試験（in vivo）の例

試験名

EN1499 :2013
– Chemical Disinfectant &
Antiseptics. Hygienic Handwash
(phase 2, step 2 test)

EN1500:2013
Chemical disinfectants and
antiseptics - Hygienic handrub - Test
method and requirements (phase
2/step 2)

ASTM E1174-21
Standard Test Method for Evaluation
of the Effectiveness of Healthcare
Personnel Handwash Formulations

ASTM E2755 -15
Standard Test Method for
Determining the Bacteria-Eliminating
Effectiveness of Healthcare Personnel
Hand Rub Formulations Using Hands
of Adults

被験者数 12～15名 18～22名 十分な人数の成人健常人 十分な人数の成人健常人

対象微生物
（指標菌） Escherichia coli K12 NCTC10538 Escherichia coli K12 NCTC10538 Serratia marcescens ATCC14756 Serratia marcescens ATCC14756

試験製剤・
手指衛生方法

メーカー推奨量、
30～60秒間スクラビング

メーカー推奨量、
30～60秒間ラビング

メーカー推奨の使用法に従う
推奨が無い場合は以下に従う
液体製剤(スクラブ剤)*1：
5mL 30秒間スクラビング後、30秒流水

メーカー推奨の使用法に従う
推奨が無い場合は以下に従う
液体、ゲル、スプレー、フォーム製剤：
1.5mL、10秒内に塗布
ワイプ製剤：
1枚、40秒内に塗布
いずれの製剤も、塗布後、製剤が乾燥するま
でラビングないし清拭を継続

対照製剤*2 非抗菌石けん
5mL、60秒間スクラビング

60v/v% イソプロパノール
3mL X 2回、60秒間ラビング

評価法

要求基準*3 消毒直後の減菌効果は対照より優れる
（Wilcoxon符号順位検定）

消毒直後の減菌効果は対照より劣らない
（非劣性検定）

*1：アルコール手指衛生消毒薬のようなリーブオン製剤や、固形製剤の適用法は同標準試験法で別に定められている

*2,3：米国試験例（ASTM)の、対照製剤、要求基準は、FDA- FR(2017年)における要件を記載

ボランティアの手指を指標菌で人為的に汚染後、サンプリング液（＋中和剤）を入れたシャー
レ内でボランティア自身がこすり合わせて揉み出し採取した指先の菌数をベースラインとし、消毒
後に揉み出し採取した菌数との差を算出

ボランティアの手全体を指標菌で人為的に汚染後、手袋を装着させ、サンプリング液および中
和剤を手袋内に入れ、介在者が手袋上からマッサージをして採取した手指上の菌数をベースラ
インとし、再度汚染、消毒後に回収した菌数との差を算出

ポジティブコントロール：米国既承認消毒薬
ネガティブコントロール：プラセボ（消毒成分を除した調製製剤、調製が難しい場合は非抗菌
石けん、ないしは生理食塩水等）

消毒後5分以内に、ポジティブコントロール（米国既承認消毒薬）との非劣性、及びネガティ
ブコントロール（プラセボ）に対する優越性を所定マージンで達成する

表 5　欧米における手術時手指衛生消毒薬のボランティア試験（in vivo）の例

試験名

EN 12791:2017
Chemical disinfectants and antiseptics - Surgical
hand disinfection - Test method and
requirements (phase 2, step 2)

ASTM E1115-11(2017)
Standard Test Method for Evaluation of Surgical
Hand Scrub Formulations

被験者数 23～28名 十分な人数の成人健常人

対象微生物
（指標菌） 健常人ボランティアの手指常在菌 健常人ボランティアの手指常在菌

試験製剤

（スクラブ剤）
メーカー推奨量
60秒間～5分間スクラビング

（ラビング剤）
メーカー推奨量
60秒間～5分間ラビング

（スクラブ剤）
メーカー推奨量
最長5分間スクラビングx2回

（ラビング剤)
メーカー推奨量 ラビング×3回

対照製剤*1 60v/v% n-プロパノール
3mLｘ2回、3分間ラビング

ポジティブコントロール：米国既承認消毒薬
ネガティブコントロール：プラセボ（消毒成分を除した調製製
剤、調製が難しい場合は非抗菌石けん、ないしは生理食塩
水等）

評価法

ボランティアの手指をサンプリング液（＋中和剤）を入れた
シャーレ内でボランティア自身がこすり合わせて揉み出し採取し
た指先の菌数をベースラインとし、消毒後に揉み出し採取した
菌数との差を算出

ボランティアに手袋を装着させ、サンプリング液および中和剤を
手袋内に入れ、介在者が手袋上からマッサージをして採取した
手指上の菌数をベースラインとし、再度汚染、消毒後に回収し
た菌数との差を算出

要求基準*2 消毒直後並びに消毒3時間後の各減菌効果は対照より劣ら
ない （非劣性検定）

消毒後、5分以内に、ポジティブコントロール（米国既承認消
毒薬）との非劣性、及びネガティブコントロール（プラセボ）に
対する優越性を所定マージンで達成する
消毒6時間後にベースライン菌数を上回らない

*1,2：米国試験例（ASTM)の、対照製剤、要求基準は、FDA- FR(2017年)における要件を記載
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これら試験を受託する海外の施設では、管理を含めてプ

ロトコルが確立しており、我が国においても、このよう

な体制を構築していく必要がある。

5.　有効性評価に関する我が国の取り組み

我が国においては、消毒薬における公的な標準化され

た有効性評価法は存在しないことは冒頭に述べた通りで

あるが、日本環境感染学会のアドホック・コミティーで

ある消毒薬評価委員会において、手指衛生、生体消毒

薬、また環境消毒に関する各有効性評価指針 28,29,39) がそ

れぞれ策定されており、同学会のホームページに公表さ

れている。これら指針は、欧米の標準的試験方法、評価

方法の参照引用を基本としつつ、日本の事情等に合わせ

た編集が一部で施されており、実用面も配慮された内容

となっている。

6.　今後の取り組み

消毒薬に対し広く共有された試験法を用いて、同条件

下で複数の試験結果を相互比較・参照できるようにする

ことは多いに意義があり、またハーモナイゼイションに

おいては不可欠である。消毒薬について統一された評価

試験規格は我が国においても必要で、諸外国の試験法に

準拠して標準化を図ることは妥当で有力な選択肢であ

り、前述した日本環境感染学会が公表している指針は、

その一助になるものと考える。なお、本解説では触れて

いないが、消毒成分の残留性、刺激性、生体毒性、また

器具や生体への適合性など、安全性に関する事項につい

ても、整合性のとれた統一的な評価が今後は必要になる

と思われる。

消毒薬の有効性評価は、懸濁試験と表面試験に加え、

生体消毒薬ではヒトを対象とした試験での評価が不可欠

と考えるが、前述した留意点や課題を踏まえ、我が国に

おいて妥当かつ実装可能な評価体系が整理されていくこ

とが望まれる。そしてこれら標準的試験によってもたら

されるベーシックな評価に加え、より実践的な試験を追

加し、その情報を蓄積していくことによって、適切でよ

り有効な消毒薬の適応が構築されていくものと思われ

る。

高いことから、消毒薬を水道水で希釈して使用する場面

を想定した国内での評価に際し、海外で規定される硬度

の希釈水を用いるべきかどうかは検討の余地があると思

われる。

4.2　中和剤（不活性化剤）の選定と適用条件

消毒薬の有効性評価においては、任意の時間に消毒薬

の作用を確実に停止させる必要があるため、消毒薬に対

する適切な中和剤（不活性化剤）を用いることは極めて

重要である。汎用される消毒成分に対する中和剤は経験

則的に知られており、欧米のドキュメントに例示もされ

ているが、添加比率によっては中和（不活性化）不十分

となったり 27)、中和剤そのものが微生物の増殖に影響を

与える可能性もある。そのため、評価試験に先立ち、適

切な中和剤の選定とその中和能（不活性化能）を確認す

ることと共に、試験結果に影響を与えない中和剤の添加

量（比率）等を検証し、適用条件を予め設定しておく必

要がある。

4.3　表面試験（キャリアー試験）の重要性

消毒薬の多くが液剤であることから、懸濁試験（浮遊

試験）による効力評価はイメージしやすいが、消毒薬の

実際の使用に際しては、何等かの表面に存在する微生物

に対して用いられることが多いため、その表面上におけ

る消毒効果を評価する表面試験は実用面において重要で

ある。にもかかわらず、そのデータが提示される事例は、

我が国では十分とは言えない状況にあると思われる。表

面に付着する微生物を殺菌させるには、懸濁試験に適合

した消毒薬濃度よりも高く、あるいは長い作用時間を要

することがあることも示されている 26)。器物、環境の表

面を対象に消毒薬を使用する場合、懸濁試験にて消毒薬

の基本的な活性を確認した上で、表面試験（キャリアー

試験）において、より実用に即した効果を検証すべきで

ある。

4.4　 ボランティア試験（in vivo）のための体制構

築

生体に用いる消毒薬の有効性評価には、ヒト皮膚表面

を用いる必要があることから、健常人ボランティアを

募った試験が避けられない。ボランティアに対して、倫

理面はもちろんのこと、試験期間中のほか試験前・後に

おいて、健康面を含めた様々な管理対応が求められる。
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