
あり，何らかの直接的な殺菌技術が必要となる。
空中浮遊菌や付着菌の殺菌には，薬剤の空中噴霧が
もっとも有効である。薬剤の選定にあたっては，殺菌
効果ばかりでなく，人体への毒性や実際に使用する現
場や環境への適用性を考慮する必要がある 2）。従来，
医薬品工場の無菌製剤クリーンルームなどでは，ホル
マリンガスを用いた燻蒸処理が一般的であったが，発
癌性の問題から，過酸化水素を用いた除染システムな
どに置き換わってきた。われわれはすでに，過酸化水
素による除染システムの効果をバイオロジカルクリー
ンルーム（以下，BCR）にて検証した 3）。しかし，過
酸化水素による除染は，35％（w/w）と高濃度の溶液
を使用するため，病院や食品工場などの施設では，よ
り汎用性の高い薬剤使用が望まれる。
次亜塩素酸ナトリウム（NaOCl）は，広い殺菌スペ
クトルと速効性をもった殺菌剤であり，食品工場をは

1.　は じ め に

医薬品や食品の生産施設では，微生物対策を含めた
高い水準の施設内環境が求められている。施設面から
の微生物対策として，作業区分の区画（ゾーニング）
化や HEPAフイルターを用いた空気の清浄化などが一
般的である 1）。しかし，施設内で作業員が作業する場
合は，衣類や持込まれる機器などからの塵埃や付着菌
の飛散が空気汚染の原因となる場合がある。そのため，
施設面のみの対策だけでは，微生物の制御は不充分で
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じめ医療，保健介護施設において長年使用されてき
た 4,5）。しかし，アルカリ性の NaOCl水溶液は，発癌性
物質であるトリハロメタン類が副生することが知られ
ていた 6）。一方，近年では，電気分解で製造する微酸
性の次亜塩素酸水が普及している 7）。これらの弱酸性
（pH 5.0～6.5）の水溶液は，主たる殺菌因子である非解
離型 HOClを高比率で含有している。解離型の次亜塩
素酸イオン（ClO-）を主成分とする次亜塩素酸ナトリ
ウムと比較して，微生物細胞膜への浸透性が高く，低
濃度，短時間で殺菌が可能である 7）。また，アルカリ
性である NaOCl水溶液と異なり，弱酸性域ではトリハ
ロメタン類の生成量が抑えられることが報告されてい
る 8）。
弱酸性の NaOCl水溶液を霧化し，空間に噴霧するこ
とで，細菌の殺菌やウイルスの不活化を効果的に実施
した研究例が報告されている 9,10）。しかし，対象はク
リーンベンチなどの小空間が主で，実大の室空間での
薬剤効果の検証や薬剤効果を予測した研究は皆無で
あった。室内空間における微生物対策の効果は，使用
する薬剤や対象の微生物ばかりでなく，対象室の状況，
空調条件や薬剤の散布条件などによって異なると考え
られる。したがって本報では，代表的な条件で霧化試
験を実施し，気流解析モデル（CFD）に必要なデータ
（原単位）を導き出し，さまざまな条件下での薬剤効果
を予測できる手法を検討したので報告する。

2.　製造区域での環境モニタリング法

まず最初に，もっとも維持・管理された区域の一つ
である，無菌医薬品の製造区域での環境モニタリング

を紹介する 11）。製造区域とは，培養，抽出・精製，容
器などの洗浄・乾燥，原料秤量，薬剤の調製，滅菌，
充填，閉塞，包装表示などの作業を行う場所，および
更衣を行う場所である。無菌医薬品の製造区域は，取
り扱う容器，原料および中間製品が微生物および微粒
子に汚染されることを防止する必要がある。
医薬品製造環境の空中浮遊微粒子は，空調システム
の稼動状況を把握する重要な指標の一つとなる。物理
的には製品に混入して不溶性微粒子の原因の一つにな
り，また生物学的には微生物の担体となり得る。そこ
で医薬品製造環境中では微生物数と同様に空中浮遊微
粒子数についても一定の基準以下に制御されているこ
とを保証しなければならない。そのために，風量，気
流パターン，換気回数，人・物の動線などを適切に設
計することにより，空中浮遊微粒子を効果的に排出す
ることが必須となる。製造区域ごとに要求される空気
の清浄度および環境微生物の許容基準を Table 1およ
び Table 2に示す。微粒子測定基準に応じたそれぞれ
のグレード分類を ISO 14644-1のクラス分類に比較す
るとグレード Aの作業時（In operation）の基準は
ISO5，グレード Bの作業時の基準は ISO7，グレード C
の作業時の基準は ISO8にほぼ等しい。ただし，製品の
種類，大きさ，製造装置の仕組み，自動化レベル，容
器や栓の滞留時間，空調装置など環境設備により無菌
製品への汚染リスクは異なるため，必要性に応じた適
切なモニタリングプログラムを確立し，運用すること
が重要である。
このように，いろいろの条件の適した環境モニタリ
ングを構築するためにも，対象とする空間シミュレー

Table 1 Clean room and clean device classification

Clean air classification

Maximum permitted number of particles per m3 equal to or greater than the tabulated size

At rest In operation

≧ 0.5 μm ≧ 5.0 μm ≧ 0.5 μm ≧ 5.0 μm

Grade A (ISO 5) 3,520 20 3,520 20

Grade B (ISO 7) 3,520 29 352,000 2,900

Grade C (ISO 8) 352,000 2,900 3,520,000 29,000

Grade D 3,520,000 29,000 Not defined Not defined

Table 2 Recommended limits for microbiological monitoring of clean areas during opration

Grade
Recommended limits for microbial contamination1)

Air sample (CFU/m2) Settle plates2) (CFU/plate)
Contact plate Glove print

(CFU/24～30 m2) (CFU/5 fingers)
A ＜ 1 ＜ 1 ＜ 1 ＜ 1

B  10   5  5 5

C 100  50 25 ―
D 200 100 50 ―

1) These are average values.
2) Individual settle plates may be exposed for less than 4 hours.
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ションが確立できれば有用なツールとなろう。次に，
気流解析モデル（CFD）を活用した具体的な空間シ
ミュレーションの事例を紹介する。

3.　微生物対策予測の確立

3.1　�BCRでの実大試験
1）試験条件
試験は，室容積約51 m3（W 2.7 m×D 7.0 m×H 2.7 m），
非一方向流型で ISO6の BCRにて行った（Photo 1，
Fig. 1）。今回は，次亜塩素酸水を用いたミスト噴霧を
例にとる。次亜塩素酸水は，次亜塩素酸ナトリウムを

塩酸と水を混合し，所定の濃度に調整した弱酸性の液
体である（pH 5.5～pH 6.5） 7）。試験前に，pHと残留塩
素濃度を pH計（サンテックス，TS-1）とクロライン
メータ（バイオニクス機器㈱，RC-50T）でおのおの測
定し，試験薬剤の安定性を確認した。

NaClO＋HCl＋H2O→ HClO＋Na＋＋Cl-＋H2O （1）

試験菌は，グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌とグ
ラム陰性菌の大腸菌を用いた。試験菌の選定には，外
膜を有するグラム陰性菌と外膜のないグラム陽性菌で
は抗菌性の作用時間が異なることを考慮した。試験に
は，滅菌保証の基準とされている ISO11138-1などの規
格に準拠し 12），TSA（Trypcase Soy Agar；Difco）で前
培養した 106 個の菌数を，親水性ポリエステル布
（20 mm角）に滴下した（以下，BI；バイオインジケー
タと呼ぶ）※ 1。試験前に BIを，BCR内のテーブル上（BI
①），テーブル下（BI②），窓側隅角部床（BI③），壁
側隅角部床（BI④）および壁面（BI⑤）※ 2の 5か所に
設置した。超音波噴霧装置 1台（UD-2000HTi，本多電
子）を BCR中央に設置し（Photo 2，Fig. 1），BCR内
に次亜塩素酸水を，所定の濃度で超音波噴霧装置によ
り，1時間で約 1 Lを 0.2 m3/minの風量で噴霧し，保持
1.5時間，その後 1時間で白金触媒による分解処理を
行った（Table 3） 3）。その際，室内の床に設置した 2台
のエアファン（6.5 m3/min・台）にて気中の薬剤を攪拌
した。また，BI試験前の BCRの温湿度は，25°Cで
RH 50％に調整した。
試験後，室内の BIを回収し，残存する薬剤の影響を
除去するため，チオ硫酸ナトリウム含有の SCDLP液体
培地で薬剤の反応を停止後，遠心管で液体培養か TSA
培地で培養した。薬剤効果の BI判定は，培養後の液
体培地が透明の場合は菌が死滅あるいは増殖せず（陰
性；－）と判定し，液体培地が濁った場合は増殖菌あ
り（陽性；＋）と判定した。寒天培地の場合は，生菌
数（コロニー数；cfu）で評価した（Fig. 2）。
2）�薬剤効果の検証

BCRにて次亜塩素酸水を，200 ppmw，100 ppmw，

Fig. 1 Plan view of BCR.

Ultra
fogging
device

Photo 2 Ultrasonic fogging device.

Photo 1 BCR (The shaft space side).
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50 ppmw，25 ppmw，12.5 ppmwおよび 5 ppmwの 6段
階の薬剤濃度に調整し，供試菌（BI）に対する薬剤効
果試験を行った。本試験で実施した薬剤の噴霧条件を
Table 4に示す。本試験 3.5時間後，BIの生存率を調査
した。ISOによる濁度判定だけでなく 12），コロニー数
を測定した。次亜塩素酸水の場合，黄色ブドウ球菌
（Staphylococcus aureus）と大腸菌（Escherichia coli）の
両菌ともに，200 ppmw（Case 1）から 50 ppmw（Case 3）
では，濁度判定「－」で，コロニー数も 0個であり，
菌の完全な増殖抑制効果を確認した。また，黄色ブド
ウ球菌で 25 ppmw（Case 4）の場合は，濁度判定では
すべて「＋」と明確な差は確認できなかったが，コロ

ニー判定ではコントロールと比較し，出現したコロ
ニー数は減少しており，完全ではないが若干の薬剤効
果が確認できた。しかし，12.5 ppmw（Case 5）および
5 ppmw（Case 6）では，濁度判定はすべて「＋」で，
コロニー数はコントロールと同様に増殖し，薬剤の効
果は確認できなかった（Table 5）。大腸菌では，
200 ppmw（Case 1）から 25 ppmw（Case 4）まで完全
に薬剤効果が認められ，12.5 ppmw（Case 5）では黄色
ブドウ球菌の 25 ppmwの場合と同様に若干の抑制効果
が確認でき 5 ppmw（Case 6）で薬剤効果は確認できな
かった（Table 5）。今回の次亜塩素酸水の噴霧処理では，
黄色ブドウ球菌では 50 ppmw，大腸菌では 25 ppmwで，

Fig. 2 Evaluation method of BI.

Table 3 Condition of operation in BCR

Condition
Device Fogging (1 hr) Keeping (1.5 hrs) Degradation (1 hr)

Ultrasonic fogging device ON OFF
Fan for indoor pneumatic agitation ON OFF
Fan for air circulation duct OFF ON

Table 4 The Ultrasonic Fogging Condition

Condition Planned efective chlorine 
concentration [ppmw]

Real efective chlorine 
concentration [ppmw] pH Chemical input [L] Chemical input [mg] Chemical input rate 

[mg/h]
Case 1 200.0 203.3 6.60 1.075 218.5 218.5
Case 2 100.0 98.8 6.30 0.987 97.5 97.5
Case 3 50.0 50.2 6.25 1.001 50.3 50.3
Case 4 25.0 24.3 6.25 1.022 24.8 24.8
Case 5 12.5 12.6 6.19 1.012 12.8 12.8
Case 6 5.0 5.1 6.10 1.012 5.2 5.2
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濃度（ppmw）による殺菌効果として検証したので，本
解析では噴霧した薬剤の物性※ 2は塩素分子（Cl2）とし
た 15）。FlowDesigner での気中の薬剤（塩素）濃度の解
析結果は，実験時の ppmwと異なり ppmv表示となる。
2）�室内薬剤濃度と各BI の CT値

Fig. 3に，BCR内の濃度分布の一例として，有効塩
素濃度 200 ppmw時の薬剤噴霧 20分後の結果を示す。
中心から向かって，噴霧装置と反対側で若干の濃度ム
ラが観察されたが，室内のほとんどの濃度は 0.2から
0.25 ppmvとなり，噴霧終了時には BCR内で粗一様拡
散した結果となった。次に，菌に対する薬剤の抑制指
標として用いられてきた Chick-Watsonの法則を基に，
薬剤噴霧から分解までの各経過時間（Table 3）での CT
値（濃度の時間積分値） 16,17）について，BI①から BI⑤
が設置されている場所の値を求めた。この場合，Table 5
で試験した親水性ポリエステル布（20 mm角）の BI上
での値（ppmv・sec/BI）とした。Fig. 4に，次亜塩素酸
水で，黄色ブドウ球菌に効果があった最低濃度 50 ppmw
（Table 4，Case 3）の条件の結果を示す。「噴霧」時か
ら 1時間後の噴霧終了時まで CT値（あるいは，気中

Table 5 Test result of BI

Strain Condition

The evaluation of colony (cfu)
BI① BI② BI③ BI④ BI⑤

Control
On the table Under the 

table
Floor on the 
window side

Floor on the 
wall side Wall

S. aureus

Case 1 0 0 0 0 0 7.4×106

Case 2 0 0 0 0 0 7.4×106

Case 3 0 0 0 0 0 7.0×106

Case 4 1.3×103 4.0×103 9.2×102 7.0×102 4.4×102 8.7×106

Case 5 6.7×105 6.0×105 6.1×105 5.3×105 5.8×105 7.3×106

Case 6 4.2×106 3.5×106 4.8×106 6.0×106 3.4×106 7.5×106

E. coli

Case 1 0 0 0 0 0 9.8×106

Case 2 0 0 0 0 0 8.2×106

Case 3 0 0 0 0 0 8.7×106

Case 4 0 0 0 0 0 1.0×107

Case 5 1.1×104 1.8×104 5.6×103 6.6×103 1.7×104 1.0×107

Case 6 8.3×106 6.0×106 5.1×106 8.6×106 7.8×106 7.0×106

Strain Condition

The evaluation of culture medium turbidity (visual check)
BI① BI② BI③ BI④ BI⑤

Control
On the table Under the 

table
Floor on the 
window side

Floor on the 
wall side Wall

S. aureus

Case 1 － － － － － ＋
Case 2 － － － － － ＋
Case 3 － － － － － ＋
Case 4 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Case 5 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Case 6 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

E. coli

Case 1 － － － － － ＋
Case 2 － － － － － ＋
Case 3 － － － － － ＋
Case 4 － － － － － ＋
Case 5 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Case 6 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

菌の増殖を完全に抑制することが判明した。また，ISO
が実施している濁度判定のみでなく 12），コロニー判定
を実施することにより，より精確に薬剤効果を把握す
ることができると考えられる。
3.2　�薬剤拡散のCFD解析
1）�解析条件
今回の BCRにおける薬剤噴霧試験の CFD解析には，
流体解析ソフトウェアのFlowDesigner12を使用した 13,14）。
乱流モデルには，高レイノルズ数型 k-εモデルを用い，
壁表面の境界条件には，一般化対数則を用いた※ 2。初
期の温湿度は，25°C，50％RHとした。一つの粒子が
噴霧されて蒸散するまでの時間は短いため，今回の実
験で噴霧した粒径 3 μmは，噴霧直後にガス化し，反応
熱は無視できると仮定した。噴霧装置の吹出口と吸込
口の風速，BCR空調吹出口および吸込口の風量，およ
び室内空気攪拌用のエアファンの風速は，BCRでの実
測値を与えた。薬剤投入速度は，次亜塩素酸水での実
測値を用いた（Table 4）。また，噴霧条件は，「3.1. 1）
試験条件」に記載した通り，所定濃度の薬液を 1時間
で 1 L噴霧とし，すべての試験では，すべて有効塩素
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Fig. 5 Scalar distribution chart (at 100 min after fogging).

Fig. 4 CT value of each BI in Case 3 (ppmv・s/BI).

Fig. 3 Distribution map of chemical concentration in BCR (at 20 min after fogging).

濃度）は上昇したが，「保持」時の 1.5時間（噴霧開始
時から 2.5時間）の間で CT値の上昇は停止し，「分解」
終了後の 3.5時間後まで CT値は一定値を示した。この
現象は，「保持」時に気中のガス化した薬剤が，室内の
2台の攪拌用エアファンの風量も大きく（下述），すべ
て室内床面に吸着したと考えられる※ 2。また，ほかの
Caseにおいても Case 3と同様に，室内薬剤濃度の上昇
と減衰による経時変化を確認した。
今回の CFD解析では，BI①③④に比べ，BI②⑤の

CT値は若干低値となった。この結果は，噴霧装置，室
内攪拌用ファンおよび各 BIの配置と気流の影響が考え
られる（Fig. 1）。噴霧装置より噴霧された薬剤は，床
面に設置した 2台の攪拌用エアファンにより，床面か
ら壁面，天井面へと風速 3～4 m/sの強い軸流によって
室内に拡散され，最終的に室内濃度は粗均一となる
（Fig. 5）。噴霧装置の近傍に位置した BI②が BI④より
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低値であったのは，SUSテーブル天板による気流阻害
の可能性が高いと考えられる。また，噴霧装置の近傍
に位置する BI⑤も BI①③④より低値であったのは，
BI⑤を設置するための棚※ 3による影響の可能性が高い
と考えられる。BI①から BI⑤の CT値について，BI
が死滅（あるいは菌の増殖を 100％抑制）する必要最
低値（以下，殺菌最低値という）を，Table 5の結果を
基に検討した。黄色ブドウ球菌では 50 ppmw，大腸菌
では 25 ppmwであると考え，次亜塩素酸水の結果から殺
菌最低値を求めた※ 4。Table 6に，FlowDesignerで求め
た薬剤噴霧，保持から分解後 3.5時間での Case 1から
Case 6（Table 4）のBI①からBI⑤におけるCT（ppmv・s）
に塩素分子の密度を乗じた CT値（ppmw・s）を示した。
黄色ブドウ球菌では，殺菌最低値は，50 ppmw（Case 3）
の中で，もっとも低い 14.1 ppmw・s（Case 3 BI②⑤）
と考えられる。さらに，Case 4ではコントロールと比
較し，増殖抑制が確認される（コロニー数が 102から
103オーダー）ことから，6.8 ppmw・s（Case 4 BI②⑤）
から 7.4 ppmw・s間が殺菌成否の閾値と推論できる。一
方，大腸菌の BIの場合では，殺菌最低値は 6.8 ppmw・s
（Case 4 BI②⑤）となり，Case 5ではコントロールと比
較し，増殖抑制が若干確認される（コロニー数が 103

から 104オーダー）ことから，3.5 ppmw・s（Case 5BI②
⑤）から 3.9 ppmw・s間が殺菌成否の閾値と考えられる。

4.　おわりに

CFD解析を活用して算出した BIへの CT値を指標と
する殺菌性能評価法を検討した。本論文で検討した条
件では，黄色ブドウ球菌で殺菌最低値は，20 mm角の
BIにおいて 14.1 ppmw・s，大腸菌での殺菌最低値は
6.8 ppmw・sと試算した※ 5。
微生物は，生息する環境条件によって，その増殖度
や形態が大きく変化する場合があり，試験条件によっ
て結果が異なるケースも考えられる。ラボ試験ばかり
でなく，実際の建物を想定した実大試験を行うことが
重要である。より精度の高い微生物対策の予測技術を
確立するため，実大試験によるコロニー数の判定結果
を基に，対象とする薬剤の種類を増やし，薬剤効果の
共通項と特異性を明らかにしたい。

本報は，実空間である BCRでの薬剤噴霧の効果を詳
細に測定・分析し，CFD解析によって薬剤噴霧の効果
を予測した点に独自性があると考える。今回の手法を
用いれば，BIの菌種，薬剤の種類，散布方法，空間の
形状・大きさ，空間内の機器の配置など，いろいろの
条件に対応できる。今後は，いろいろの条件でのデー
タを蓄積させ，BI近傍の薬剤濃度をより精度高く解析
するなど，シミュレーションの精度を向上させ※ 6，微
生物対策予測技術の更なる実用化を図っていきたい。

注

※ 1  本報では，浮遊菌でなく付着菌を対象に試験を
実施した。

※ 2  今回の CFD解析では，Flow Designer 12（カスタ
マイズ版）で改良 Sinple-C法の計算アルゴリズ
ムで，メッシュは約 100万に分割し，二次精度
風上差分（Quick）の差分スキームを用いた。塩
素分子の物性値（0°C，1 atm）は，密度3.214 g/L，
拡散係数 0.124 cm2/sとした 15）。今回の解析では，
BCRの天井面と壁 4面の付着は考慮せず，床面
のみ付着確率を 1と仮定した。なお，そのほか
の境界条件は，BCRでの実測値を用いた。

※ 3  BI⑤は，壁面に設置するため，棚板の面積が
100 mm×200 mm，両端に 2辺が 100 mmの側板
がついた台上に載せた。この台は，床面から
1,900 mm で，台の中央が窓ガラス面から
3,300 mmの位置にある。

※ 4  必要があれば，室内に散布する薬液濃度条件を
詳細化することによって，より精度の高い殺菌
最低値や殺菌成否の閾値を見出せる余地がある
と考える。

※ 5  この CT値は，今回の試験条件で得られた値で
ある。薬剤の異なる処理条件や菌の生息条件な
どによって，CT値も同一でない可能性を留意す
る必要がある。

※ 6  今回の解析では高 Re数型の k-εモデルを用いた
ため，吸着評価に対しても乱流拡散を見積もる
ためには，壁面第一セルを対数領域に設定する
必要がある。今回は，Reaction Probabilityの評価

Table 6 CT value of each case (ultrasonic fogging condition)
 (ppmw・s/BI)

Ultrasonic Fogging 
Condition

BI① BI② BI③ BI④ BI⑤

On the table Under the table On the floor 
(window side)

On the floor 
(wall side) On the wall

Case 1 62.2 57.0 62.2 61.2 57.0
Case 2 30.2 27.7 30.2 29.7 27.7
Case 3 15.4 14.1 15.4 15.1 14.1
Case 4 7.4 6.8 7.4 7.3 6.8
Case 5 3.9 3.5 3.9 3.8 3.5
Case 6 1.6 1.4 1.6 1.5 1.4
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ポイントとして，この第一セルを参照点とした
が，この参照点の妥当性の検証は課題である。
今後は，壁面近傍のメッシュを細かく切るなど，
粘性低層における物質伝達率を精度よく解析し
ていきたい。
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