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優良試験所基準への準拠

試験で使用された慣行と40CFRパート§160で要求された慣行とのすべての違いの詳細は以下
のとおりです。: 

• 試験物質の同一性、強度、純度、安定性、均一性、および用量溶液分析に関する情報
は、試験の依頼主が保有します。
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品質保証チームによる声明

Microbacの品質保証チームは、プロジェクト番号596-102が、現優良試験所基準
（40CFR§160）に準拠していることを精査しました。

精査実施日、経営陣および研究責任者への結果通知日は以下のとおりです。

精査事項 精査日

実施要綱
06/02/20 

研究責任者へ
の通知日

06/04/20 

経営陣への
通知日

06/04/20 06/04/20 

06/02/20 06/04/20 06/04/20 
試験中 (キャリア準

備) 

最終報告書草案
07/07/20 

07/14/20 07/14/20 
07/08/20 

最終報告書 08/24/20 08/24/20 08/24/20 
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Danielle Downs, RQAP-GLP 

Quality Assurance Specialist Ill 
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20

試験名:

プロジェクト番号：

実施要綱番号︓

試験方法:

依頼主︓

試験実施機関︓ 

試験の目的︓ 

実施日︓

試験物質の特性評価

同一性、強度、純度、溶解性、および組成に関する試験物質の特性評価は、試験開始前に40CFR、
パート160、サブパートF[160.105]（米国政府規制である「優良研究所における試験・制御・および
参照物質基準」）に準拠して文書化されました。依頼主から提供された試験物質分析証明書レポート
は、付録IIにあります。

試験の概要

ウイルス性硬質表面有効性試験-ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2
（SARS-CoV-2）（COVID-19ウイルス）

596-102

596.1.04.13.20 

ASTMインターナショナルE1053-20「無生物の非多孔質環境表面の消毒を目
的とした化学物質のウイルス活性を評価するための標準試験方法」

Laboratoire M2 
4005-A, Rue de la Garlock 
Sherbrooke (Quebec) J1 L 1W9 
Canada 

Microbac Laboratories, Inc. 
105 Carpenter Drive 
Sterling, VA 20164 

この試験は、SARSCoV-2で汚染された硬い表面に対する試験物質の消毒能
力を測定することにより、試験物質の殺ウイルス効果の主張を立証するために実
施されました。試験は、消費者使用を想定して設計されており、EPA　OCSPP 
810.2000（2018）および810.2200（2018）製品パフォーマンステスト
ガイドライン、2018シリーズ810のよくある質問の製品パフォーマンステストガイドラ
インに準拠して実施されました。︓抗菌効果テストガイドライン（2018）、カナダ
保健省の消毒薬（2020年4月）、および表面消毒薬の安全性と有効性の要
件（2020年4月）。

プロジェクト開始日: 06/02/20
試験開始日: 06/02/20
試験終了日: 06/11/20
プロジェクト完了日: １ページ目を参照
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

試験の概要 (前頁から続く)

試験物質︓ TMXPAE 

試験の条件︓

攻撃ウイルス︓

インジケーター細胞:

培養時間:

培養温度:

希釈培地 (DM):

• ロット番号: TMXPAE-200326-1, 受領日: 04/01/20, DS No. K346
• ロット番号: TMXPAE-200326-2, 受領日: 04/01/20, DS No. K347
• ロット番号: TMXPAE-200326-3, 受領日: 04/01/20, DS No. K348
• 液性: 液体
• 保管条件: 室温
• 有効成分: チモール0.212%  (TMXPAE-200326-1)、

チモール0.213%(TMXPAE-200326-2)、
チモール0.208% (TMXPAE-200326-3)

• 希釈: 1:1.03 (試験物質1+希釈剤0.03)
(TMXPAE-200326-1 および TMXPAE-200326-2)

• 原液使用(TMXPAE-200326-3)

• 希釈剤: 滅菌DI水

有機質汚染負荷: ウイルス接種した5.0%ウシ胎児血清(NCS)

接触時間: 55秒
接触温度: 室温 (20    ±   1°C) (実測: 21 °C)

接触時湿度: 相対湿度（ＲＨ）34-35%
注: 試験の条件はすべての試験およびコントロールキャリアに適用。

ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2

(SARS-CoV-2)(SARS-関連コロナウイルス2) (COVID-19ウイルス)
• 隔離: USA-WA1/2020
• 提供元: BEI Resources, NR-52281

USA-WA 1/2020ウイルスは、最近中国のウイルス発症地への旅行から戻
り2020年1月に米国ワシントンで臨床疾患（COVID-19）を発症した呼
吸器疾患の患者の口腔咽頭スワブから分離されました。

Vero E6 細胞 

• 提供元: ATCC CRL-1586

4 - 9 日間 (実質: 9 日間) 

気温 36士2°C、CO2量 5士3%

最小必須培地（MEM）+ 2％ウシ胎児血清（NCS）
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

試験の概要 (前項から続く)

MEM + 10% NCS +0.5% ポリソルベート-80 + 0.5% レ
シチン + 3% HEPES + 0.025N NaOH

滅菌 DI水 

この試験は、試験ディレクターが発行・署名した実施要綱とプロジェ
クトシートに従って実施されました（付録Iを参照）。

Cory Chiossone 

Alivia Rinaldi 

日izabeth Franco 

Cameron Wilde 

Lab Manager 

Associate Scientist I 

Associate Scientist 111 

Senior Scientist I 

試験の手順

中和剤:

試験物質希釈剤: 

実施要綱:

実施者:

指標細胞:

ATCCから入手したVeroE6細胞は、播種前に5士3％CO2、36士2℃で細胞培養。試験サンプル接
種前日に、指標細胞プレートを調製。細胞を24ウェルプレートに1.0x105細胞/mlの密度で1ウェルあた
り1mlで播種。

ウイルス接種液:

ストックウイルスはVeroE6で増殖させ、細胞上清を清澄化、等分し、-60～-90℃で保存。 試験当
日、冷凍ウイルスストックを解凍。

汚染ウイルス:

元のストックウイルスは、5.0％のウシ胎児血清を含んでいる。

試験物質:

試験物質は原液で受け取った。（ロット番号TMXPAE-200326-3）または、テスト物質1に対し0.03
の希釈剤を使用して希釈した。（175mlの試験物質+5.25mlの滅菌DI水）（ロット番号
TMXPAE-200326-1およびTMXPAE-200326-2）試験物質は室温で保存され、平衡化は必要な
かった。 試験物質は調製後3時間以内に使用した。

キャリア:

直径100mmのガラスキャリアを20年6月1日に2時間滅菌した後、0.4mlのウイルス接種液を接種した。 
接種物は、キャリアの底にセルスクレーパーで広げられた。ウイルスを21℃、相対湿度（RH）34～36％
で30分間、視覚的に乾燥を確認できるまで乾燥させた。
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プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

試験の手順 (前項から続く)

ウイルスを用いた試験物質のロットごとに1つのキャリアを使用した。ウイルスを用いたプレートリカバリー対照
のために1つのキャリアを調製した。さらに、接種材料としてウイルスの代わりに希釈培地を使用して、中和
剤の有効性/ウイルス干渉および細胞毒性の対照に、接種材料としてウイルスの代わりに希釈培地を使
用したキャリアを試験物質のロットごとに調製した。
試験物質の適用および暴露条件︓

試験物質は、その希釈濃度で、Microbacが提供するスプレーボトルに分注され、3回反転された。依頼
主の指定に従って、試験物質の各バッチを少なくとも2つの空のペトリ皿にスプレーすることにより、模擬スプ
レー試験を水準した。各皿に分配された量を測定し、各バッチについて平均した。バッチあたりの平均スプ
レー量は2.0mlであり、該当するすべての水準の中和剤量に適用した。3ロットの模擬スプレーの平均量
を、プレートリカバリー対照に追加された希釈培地の量として使用した。

試験物質バッチごとに1つのキャリアを評価した。4つのスプレーボトルを使用して、製品を6～8インチの距
離からテストキャリアにスプレーした。乾燥したウイルス膜は完全に試験物質で覆われていた。製品をスプ
レーした後ストップウォッチを開始し、テストキャリアを21℃、相対湿度34～35％で55秒間水平位置で保
持した。

サンプルの回収:

接触時間後、模擬スプレーで決定された量に従い、試験物質を2.0mlの中和剤で中和した。混合物を
セルスクレーパーでキャリア表面からこすり落とした。この中和後のサンプル（PNS）は、10-1希釈と見なさ
れた。PNS0.5mlに対しＤM4.5mlを添加し、順次10倍希釈した。

選択した希釈液を24ウェル宿主細胞プレートに1ウェルあたり1.0ml、希釈液あたり4ウェルで接種し、36
土2℃、5土3％CO2（実測︓35.91士0.37℃、5％CO2）で24時間49分間吸着させた。吸着
後、培地を吸引した。細胞を1.0mlの新鮮なDMでリフィーディングし、5士3％CO2（実測︓36.26士
0.28℃、5％CO2）、36士2℃の培養器に戻しさらに8日間培養した。

感染力試験: 

対照テストとコントロールの両方に残っている感染性ウイルスは、ウイルス誘発性細胞変性効果（CPE）
によって検出された。CPEは、細胞の丸みと細胞単層の脱落として定義される。5士3％CO2、36士2°
C （実測︓36.22士0.31°C、5％CO2）で9日間培養した後プレートを取り出し、スコアを付け、試
験物質固有の細胞毒性効果および/またはウイルス特異的細胞変性効果（CPE）の記録を行った。

Page 9 of41 ＠
吟



最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

試験の手順 (前項から続く)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

中和剤の有効性とウイルス干渉制御 (NE/VI) :

中和後に残留有効成分が存在するか（中和剤の有効性）、または中和された試験物質がウイルス感
染性を妨げるか（ウイルス干渉）を評価するために、試験と同時に対照を実施した。NE/VIは、キャリア
にウイルスの代わりに0.4ｍｌのＤＭが使用されたことを除いて、試験サンプルと同じように調製された。
試験物質を4回キャリアにスプレーし、接触時間（55秒）保持した。次に、2.0mlの中和剤を加え、試
験物質の適用と中和後、サンプルはNE/VI用と細胞毒性用の2つに分けられた（以下を参照）。NE/
VIは、PNS0.5mlに対し4.5mlDMを添加し、順次10倍希釈し、100µlのウイルスストック
（1413TCID50ユニットを含む）を4.5 mlの選択した希釈液に個別に添加し、接触時間以上（実
測︓55秒）保持した。この中和後のサンプル（PNS）は、10倍希釈と見なされた。選択した希釈液
を、1ウェルあたり1.0ml、希釈液あたり4ウェルで指標細胞のプレートに接種し、テストサンプルと同じ方
法で培養した。

細胞毒性制御（CT)︓ 

この対照テストは、指標細胞に対する試験物質の細胞毒性効果を評価するために試験と同時に実施し
た。 CT（NE/VIから入手）は、指標細胞プレートに接種した希釈液にウイルスを添加しなかったことを
除いて、NE/VIと同じように調製し試験サンプルと同じ方法で培養した。 テストは、試験物質の各ロットご
とに1回実施した。 PNS0.5mlに対しDM4.5mlを添加し、順次10倍希釈した。 選択した希釈液を、1
ウェルあたり1.0 ml、希釈液あたり4ウェルで指標細胞プレートに接種し、テストサンプルと同じ方法で培養
した。

プレートリカバリー対照 (PRC)︓ 

この対照テストは、単一の接種されたキャリアを用いた試験と同時に実施され、投与ウイルス量を確立し、
試験物質の結果と比較して、試験物質によるウイルスの減少を評価した。 乾燥ウイルス接種物を処理
するために試験物質の代わりに2.0mlのDMを使用したことを除いて、PRCを試験サンプルと同じように調
製した。 3ロットの模擬スプレーの平均量を、プレートリカバリー対照に追加された希釈培地の量として適
用した。 処理後、キャリアは試験物質に使用した接触時間と同様に55秒間保持された。 接触時間後
2.0mlの中和剤を加えた。 この中和後サンプル（PNS）は、10-1希釈と見なされた。 PNS0.5mlに対
しDM4.5mlを添加し、順次10倍希釈した。 選択した希釈液を、1ウェルあたり1.0 ml、希釈液あたり
4ウェルで指標細胞プレートに接種し、テストサンプルと同じ方法で培養した。
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

試験の手順 (前項から続く)

細胞の可視性制御(ＣＶＣ）:

この対照テストは、指標宿主細胞が生存し続けていることを実証し、培養期間を通して使用された培地
の無菌性を確認するために、試験と同時に実施された。1.0mlのDMを4ウェルの指標細胞に加え、テス
トサンプルと同じ方法で培養した。

ウイルスストック力価制御(VST)︓

この対照テストは、ストックウイルスの力価が使用に適切であり、ウイルス感染性評価が適切に実施され
たことを実証するために、試験と同時に実施された。この研究で使用されたウイルス接種物0.5mlに対し
DM4.5mlを添加し、順次10倍希釈された。選択した希釈液を指標細胞プレートに接種し、テストサン
プルと同じ方法で培養した。宿主細胞プレートに、1ウェルあたり1.0ml、希釈液あたり4ウェルで接種し
た。

実施要綱の修正
実施要綱の修正:

1. 実施要綱15ページには、有機負荷はウシ胎児血清であると記載されていますが、実際には新
生子牛血清で実施されます。この修正は実施要綱15ページに適用されます。

2. 実施要綱「参照」セクションの4には、次のようにリストされています。
米国環境保護庁化学物質安全および汚染防止局、製品性能テストガイドライン、2019年8月
のOCSPP 810.2000、810.2100、および810.2200に関するよくある質問（FAQ）。
上記内容は以下のとおりに修正されます。
米国環境保護庁化学物質安全および汚染防止局、2018シリーズ810のよくある質問-製品
性能試験ガイドライン︓抗菌効果試験ガイドライン、2019年8月。

3. 実施要綱の「参考文献」セクションでは、参考文献5および6を次のように示しています。
5.カナダ保健省、2014年1月ガイダンス文書-消毒薬。
6.カナダ保健省、2014年1月ガイダンス文書-硬質表面消毒薬の安全性と有効性の要件。

これらは以下のとおりに修正されます。
5.カナダ保健省、2020年4月ガイダンス文書-消毒薬。
6.カナダ保健省、2020年4月ガイダンス文書-表面消毒薬の安全性と有効性の要件。
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

実施要綱の修正（前項から続く）

4.実施要綱の維持すべき記録のセクションには、「実施要綱のあらゆる修正と要綱からの逸脱は、依頼
主に送られ承認と署名を得るものとする」と記載されています。当該内容の明確化のため、「試験の手順
に関する実施要綱のあらゆる修正と要綱からの逸脱は、依頼主に送られ承認と署名を得るものとする」
に修正する必要があります。

5.試験物質調製セクションには、「調製された試験物質の温度が規定の試験温度範囲内でない場合、
事前に試験温度に平衡化される」と記載されています。当該内容の明確化のため、「試験温度および試
験物質（または該当する場合は調製された試験物質）の温度が室温である場合、事前平衡化は必
要ありません。いずれかの温度が室温でない場合、試験物質（または調製された）試験に使用する試
験物質（該当する場合）は、事前に試験温度に平衡化されなければならない」 に修正する必要があり
ます。

実施要綱からの逸脱:

この試験における実施要綱からの逸脱はありませんでした。

試験実施日および場所 

この試験は、20164バージニア州スターリング カーペンター通り105にあるMicrobac(株)研究所のBSL-3
実験室で、2020年6月2日から2020年6月11日まで実施されました。試験ディレクターは2020年6月2
日に実施要綱に署名しました。試験の完了日は、プロジェクト責任者が最終報告書に署名した日です。
実施日の詳細は以下のとおりです。

• 試験は、2020年6月2日の午後3時28分に開始され、2020年6月11日の午後3時30分に
終了しました。

実施要綱のすべての変更または改訂は文書化され、試験ディレクターによって署名され、日付が付され、実
施要綱とともに保管されました。

保管すべき記録

すべての試験データ、試験要綱、試験要綱の修正、試験物質の記録、最終報告書、およびMicrobacと
依頼主間の通信記録は、Microbac　Laboratories、Inc.、105Carpenter　Drive、Sterling、VA 
20164の記録保管所、または施設外の管理された場所に保管されます。
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20

　　　　　　試験判定基準

以下の基準を満たしたため、試験は試験物質の評価に許容できると見なされた。

• 中国から回収された感染性ウイルスは1キャリアあたり4.8 Log10 TCID50 ユニット以上で
あった。

• ウイルス誘発性CPEは、試験物質誘発性細胞毒性（存在する場合）と区別できた。
• ウイルスは、細胞毒性を示さないNE/VIコントロールの希釈液から回収された。
• 細胞可視性制御（アッセイネガティブコントロール）はウイルスを示さなかった。

計算

NE/VI希釈あたりのウイルス添加量の計算︓

D = C * (A/B) 

where: A = 

B = 
C = 
D = 

ストックウイルス1mlあたりのウイルスの単位（対数ではなく自然数-認定された力価に基
づく）
希釈の倍数（対数ではなく自然数）
NE/VI希釈ごとに追加された希釈ウイルスの量
NE/VI希釈あたりのウイルスの単位

力価の計算:

1mlあたりの50％組織培養感染量（TCID50 / mL）は、次の式を用いたSpearman-Karber法によ
り決定されました。

where: m = 

Xk =
d = 

Pi = 

LPi = 

d
m=x土］ー心pi

試験容量に対するウェルの半分が感染する希釈の対数

すべての培養液で感染を誘発する最小投与量の対数
希釈係数の対数
希釈時iの陽性結果の割合
Piの合計（100％の感染を生成する最高希釈から開始）

値は、1.0mlのサンプル接種物を使用してTCID50 / mLに変換された。

ウイルス量の計算:

キャリアあたりのウイルス量（Log10 TCID50）
=ウイルス力価（Log10 TCID50 / mL）+ Log10 [サンプルあたりの量(ml)］
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

計算（前項から続く）

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20

ウイルス減少の計算:

Log10 減少量 = 初期ウイルス量 (Log10 TCIDso*) - 出力ウイルス量 (Log10 TCIDso*)

* 分析された容量およびキャリアあたり

結果

結果は表1-5に記載。

Key (すべての表に対応):

T/y =

X/y =

0/y =

接種されたyウェルで観察された細胞毒性; ウイルスの細胞変性効果（CPE）を決定できなかった。

接種されたyウェルのうちXウェルは陽性のウイルス細胞変性効果を示した。
接種されたyウェルのうちOは陽性のウイルスCPEを示した。 接種されたウェルのいずれにも細胞毒性
または細菌汚染は観察されなかった。

表１
プレート回復制御 (PRC}

希釈* PRC 

10-3 4/4 

10-4 4/4 

10-5 4/4 

10-6 3/4 

0/4 

0/4 

6.25 

10-7

10-8

力価(Log10 TCID50/mL)

ウイルス量 (Log10 TCIDso)** 5.85 

*希釈とは、ウイルス接種物からの希釈の倍数を指す。
""'1キャリアあたり（0.40mlの未希釈[100]
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最終報告書: ウイルス性硬質表面有効性試験 - ＳＡＲＳ関連コロナウイルス2 
(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

結果（前項から続く）

表２
テスト物質

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

希釈*  

1 0-2

ロット番号

TMXPAE-200326-1 

T/4 

TMXPAE 

ロット番号

TMXPAE-200326-2 

T/4 

ロット番号

TMXPAE-200326-3 

T/4 

10-3 0/4 0/4 0/4 

10-4 0/4 0/4 0/4 

10-5 0/4 0/4 0/4 

10-6 0/4 0/4 0/4 

0/4 0/4 0/4 1 0-7

力価 (Log10 TCIDso/mL) :;; 2.50 ::;; 2.50 � 2.50 

ウイルス量 (Log10 TCIDso)** :s: 2.10 :::; 2.10 � 2.10 

Log10 減少量*** � 3.75 � 3.75 � 3.75 

*希釈とは、ウイルス接種物からの希釈の倍数を指す。
**1キャリアあたり（0.40mlの未希釈[100] ）
*** 分析された容量およびキャリアあたり

表３
中和剤の有効性ウイルス干渉（NE/VI）および細胞毒性（CT）の制御 

希釈* 
ロット番号

TMXPAE-200326-1 

TMXPAE 

ロット番号

TMXPAE-200326-2 

ロット番号

TMXPAE-200326-3 

NENI CT NENI CT NENI CT 

10-2 T/4 丁／4 T/4 T/4 T/4 T/4 

10-3 4/4 0/4 4/4 0/4 4/4 0/4 

104 4/4 0/4 4/4 0/4 4/4 0/4 

*希釈とは、ウイルス接種物からの希釈の倍数を指す。
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(SARS-CoV-2) (COVID-19 ウイルス)

プロジェクト番号 596-102 
実施要綱番号 596.1.04.13.20 

  Page 16 of 41 

結果（前項から続く） 

表４ 
細胞生存率制御（CVC） 

CVC 

0/4 

細胞は生存。 培地は無菌。 

表５
ウイルスストック力価コントロール（VST）
希釈* VST 

10-3 4/4 

10-4 4/4 

10-5 4/4 

10-6 4/4 

10-7 1/4 

10-8 0/4 

力価 (Log10 TCID50/mL) 6.75 

*希釈とは、ウイルス接種物からの希釈の倍数を指す。

試験物質評価基準

米国環境保護庁によると、以下の基準を満たした場合、試験物質は試験に合格するものとする。

• 試験物質は、中和のレベルを考慮に入れて、細胞毒性の存在下または非存在下で、各試験担体
で3以上のLog10の減少を示さなければならない。細胞毒性が存在する場合は、必要に応じてウイ
ルス制御力価を上げて、細胞毒性および中和レベルを超えて各表面でウイルス力価が3log10以上
減少することを示す必要がある。

結論

試験の結果、TMXPAE-200326-1、TMXPAE-200326-2、TMXPAE-200326-3のすべてのロット
において、5.0％の新生子牛血清を含み、室温21°C、相対湿度34-35％で55秒間試験物質に曝露
されたＳＡＲＳ関連コロナウイルス2（SARS-CoV- 2)(COVID-19ウイルス）は完全な不活化を示し
た。

すべての制御は有効なテスト基準を満たしている。 これらの結論は観察データに基づいたものである。
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