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   Hydroxamic acid， a potent and specific inhibitor of bacterial urease activity， was found to be

effective for the p．r6ventign gf．alkalipization 6f infected urine and bladder stqne formation．

   1．． Among new hydroxamic acid derivatives of hippuric acid， m－methoxyhippurohydroxamic

acid （UCD II） was expected to be mpst effective， because of the strong inhibitory power against urease

．…i・i・y・・d・h・ゆ．・ri・4・y塁6reti・4 i・．・at・ゆ・u・d・g・ad・・量・n・

   2． UCD II prevented the alkalinization of experimentally infected urine in vitro．

   3． UCD II significantly prevented the bladder stone formation as well as alkalinization of urine

in vivb， whcn the compQund was orally administered to the rats with urinary tract infection caused

by Proteus mirabilis．

   4． Clinieal application of UCD II was dependent upon the evaluation of safety of the compound，

with reference to the prevention of pathologic’seque｝ae of urinary infection with urease－producing ・

bacteria．
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言

 尿路感染症に起因するリン酸塩結石の増大およびそ

の再発防止は臨床上重要な問題である．

 われわれはこれまでウレアーゼの特異的阻害剤であ

るヒドロキサム酸Pを用いリン酸塩結石予防の可能性

を検討してきた．すなわちニコチノヒドロキサム酸を

用いて感染尿のアリカリ化抑制効果（in vitro）および

ラット膀胱結石の形成抑制効果についてその有効性を

報告しtc 2，3）．しかしニコチノヒドロキサム酸を含め

これまで知られている各種ヒドロキサム酸は尿中排泄

率が低く上記の目的には必ずしも効果的でない3）．

 そこでわれわれは新たに合成された馬尿酸誘導体の

ヒドロキサム酸について阻害力および尿申排泄率を調

べ，それらのEffective Indcx＊の比較からより効果

的な新ヒドロキサム酸UCD II（m－methoxyhipPuro－

hydroxamic acid， MW 226， m．P．150。C）を得た．

この新ヒドロキサム酸を用いin vitroでの感染尿のア

ルカリ化抑制効果およびラットの膀胱結石形成抑制効

果を検討したので報告する．

実 験 方 法

実験1．新ヒドロキサム酸誘導体のウレアーゼ活性阻

    害力および尿中排泄

 新ヒドロキサム酸は宗像敬一，田中悟および豊島昭

二（エーザイ株式会社）らにより合成分与された．

 ヒドロキサム酸の阻害力はなたまめ粉末より抽出し

た粗ウレアー熱意品を用いて一定条件下でウレァーゼ

活性を50％阻害する濃度（150）を求めることによって

測定した．ウレアーゼ活性はvan Slykeら4）の方法

に従って測定した．約18時間絶食したラット（Wistar

系メス（100～200g）に各種ヒドロキサム酸100m9／k9

を胃ゾンデにて強制経口投与し，6時間および24時閲

の尿を採取した．集めた尿中のヒドロキサム酸量をウ

レアーゼ阻害法5）により定量し，未変化ヒドロキサム

酸として投与量に対する回収率（％）を求めた．

実験2．実験的感染尿に対するUCD IIのアルカリ

    化抑制効果

 正常人尿中lc Proteus mirabilis I o6／mlを混入し実験

的感染尿とし，37。C保温で8時間，24時間後のpH

を測定した．UCD IIを2×10－4 M，5×10－4・Mお

よび1x10－3 M濃度になるように加え， UGD IIを

加えないものを対照として尿pHの変化を比較した．

同一実験を3回くり返し，その平均値と標準偏差値を

求めた．

 なおProteu∫mirabilisは臨床分離株を用い，細菌の

定量培養にはbrain heart infusion agarにての混釈

培養法にておこなった．尿pHはLABOMATE II
（東芝ペックマン製）にて測定した．

実験3．UCD II経口投与によるラット膀胱結石の形

    成抑制

 ラット膀胱内にProteus mirabilis付着の亜鉛片を挿

入して作成する異物結石形成（Fig．1）に対するUCD

IIの抑制効果を調べた．

 ラット（Wistar随身ス体重2009）を，次の3群に

わけた．

 a）無治療群 20匹

 b）UCD II IOO mg／kg／day投与群 15匹

e O ．mg

8．4

16A

懸 3Q5

42．3

Fig．’@’P’”@’”’ha

’Effective Index＝＝＝一，o（ptM）
         recovery ％ in urine for 24 hr
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 c）UCD II 200 mgfkg／day投与群 10匹

 3群ともに汚染亜鉛を入れる手術をおこない，実験

群b，cに対して術後2日目より朝晩の2回UCD II

を胃ゾンデにて強制投与し，尿量，尿pH，尿中ヒド

ロキサム酸濃度を調べ6日目にと殺し，結石重量，腎

所見，尿中細菌数，BUNなどを調べた．

 挿入亜鉛片（26mg）は滅菌したのちProteus mirabilis

107／mlの細菌浮遊液に浸して汚染亜鉛片とした．1）ro－

teus漉励撚は実験2で用いた菌株と同一である．

 尿pHは代謝ケージにて6時間採尿後実験2と同じ

くLABOMATE II（東芝ペックマン製）にて測定し

た．

 結石分析は赤外線分光分析にておこなった．
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 BUNの測定は尿素窒素テストワコP・一（和光純薬）

を用いた．

 細菌定量培養はbrain heart infusion agarを用い

ての混釈培養法およびウリカルト（第一化学薬品製）

のdip slide法にておこなった．

 腎所見は肉眼馬所見およびHE染色にての顕微鏡

所見によった．

実 験 結 果

1．新ヒドロキサム酸誘導体の尿中排泄

 馬尿酸ヒドロキサム酸誘導体9種の阻害力（150），

尿中排泄（％）およびEffective IndexをTable王に

示した．

Table 1． Excretion of hydroxamic acid derivatives of hippuric acid．

RecoNHcH，一coNHoH

Hydroxomic Acid
工50

yM O－6hr

Recovery in Urine（％）

6－24hr  丁otol

Effective lndex

hippuric

o一一chToro一一

ノη一  i－

p一 ”

o－methoxy一

ノη一  岬

P一一 ，J

m－nitro－

2－f．uryl一

O．77

0．50

0．74

i．oo

I．3

L2

L7

L2

．1．3

5．7

3．7

4．1

1．7

3．0

15．O

16．0

［4．6

15．5

O．34 4．O

O．17 5．9

0．15 4．3

0．42 2．1

0JI 5．l
O．59 15．6

029 16．3
0．55 14．9

Q68 16．2

5．19

7．80

5，81

2．IO

2．38

13．0

9．59

12．4

i2．5

 ウレァーゼに対する阻害力は9種の化合物の間にそ

れほど差はなく150値は1．0μM前後であったが，尿

中排泄率は前回3）に報告したニコチノー，カプリローお

よびベンゾーヒドロキサム酸などよりもいずれも高い

値を示した．これらの馬尿酸ヒドロキサム酸誘導体の

申でもm－nitro－14．9％（24時間回収率）， m－methoxy－

15．6％，P－mcthoxy－ 16．3％，2－fUryl－ 16．2％ととくに二

高い排泄率を示した．

 Effective Index．の高いものはm－methoxy－13．0，

2－furyl一． P2．5， m－nitro－12．4， p－mcthoxy－9．59であっ

て，Andersen6）の報告したP－chloro一の2・38よりは

はるかに高かった．

 これらのうちEffective Indexが最大で，最も効

果の期待されるm－mcthoxyhipPurohydroxamic acid

（UCD II， F三9．2）を用い以下の実験をおこなった．

なおこれら馬尿酸誘導体ヒドロキサム酸の合威法とウ

レアーゼ阻害力，尿中排泄率に関する構造・活性相関

e coNHcH，一coNHoH

OCH3

UCD r ： m－methoxy－hippuro 一・

    hydroxamic acid

     Fig． 2

の詳細は別報として発表される予定である．

ll．実験的感染尿に対するUCD IIのアルカリ化抑

  制効果

 Fig．3に示すごとく，対照尿でははじめpH．6．94±

O．03（M±S，D．）の尿は8時間後pH：8．65±0．01にな

り24時間後9．15±0．04により上昇したが，U（】DIIを

加えたものではその濃度に応じpHの上昇は抑制され

た．すなわちUCD II 2×10『4 M存在下では8時間

後pH 7．65±0．03，12時間後pH 8．73±O．04， UCD

II 5×10 74 M存在下ではpH 7・43±O・06， pH 8・17±
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0・13・UCD II 1×10－3 M存在下ではpH 7・22±0・01・  IO．O

pH 7．73±0．08であった．

 まt対照尿にて生ずる塩類の析出もUCD II添加

によって抑えられた・

 なお同時に尿申の細菌数も調べたが24時間後ではす

べて1×lo7／ml以上となりUCD IIの抗菌性は認め

られなかった．

皿．UGD II経口投与によるラット膀胱結石の形成抑

  制

 術後，a）の無治療群20匹中途申死亡ラット4例と

感染不成立ラット3例を除外し，b）のUCD II 100

9．0

吾8．o

7．0

6，0
 0

Fig． 3．

8

Time （hri

24

0
2xlo“‘

5x1 o－4

1xlo－3

UCD皿〔M｝

Effect of UCD II on alkalinization of

urine．

Table 2． Effect of UCII） II on b1adder stone．

No． of Urine

rats m l pH uc增D1％Sb㌦職騙㎞
a． Control
   untreated

 UCDπ一歪reo量ed

b． tOO thg／kg

c． 200mg／kg

i5

15

9

15．9 9．05±02t O．

   ‘M士SD｝

一 29．Oi65 ’38±t8 9／｛3

17．9  8．33圭0．580」2士QO96」土1．5 18．3土6．9  26土1．1  5／13

10．4  733土0．51080」：0779．6±2．4 16．1±9．5．．30士12  5／9

e！e” ： O 一． 24 hr Recovery O／e

mg！kg／day投与群15匹申死亡1例，感染不成立1例を

除外，また。）のUCD II 200 mg／k剖day投与群10匹

中感染不成立1例を除外した．

 Table 2に示すごとく尿量ではa群とb群ではあま

り差がなかったが，c群で1まやずかに少なし回向がみ

られた．

 尿pHはUCD II投与によりpH上昇が抑制され

た．なお尿pHは術後3日間のpHの平均を求めそ

れより各群の平均を示したものでのる．術後の尿pH

の変化をFig．4に示した．術後3群ともpH 7・0以

下であったが術後2日目には3群ともpH 8．0前後に

上昇した．術後3日目にはa群はpH 8．93±0．37と

さらに上昇し，b群ではpH 8．32±0．62と上昇は軽度

lO，O

9．0

晋 8．o

7．0

6．0

ノン

互萱／

UCD E C mg／kg ｝

’叡

斗㍍零
 o

foo

で，c群はpH 7．42±O．68とやや下降した．5日目に

はa群pH 9．12±0．13と上昇するも， b群はpH 8・

37＃0・51・c群はpH 7・42±；0・52．と3日目の値とは変

わらなかった．これらの値はいずれも術前よりは上昇

しTzrいるカや群および。群はa群に比し尿pH上昇は

著明に抑制書れた・

 尿中のU（〕DIIの濃度はTable 2に示したごとく

b群では0・12±O．09 mgfmlで， c群では0・80 mglml

であった．1日投与量に対する回収率はそれぞれ6・1±

1．5％，9．6±2．4％であった．なおUCD IIの濃度は

50

40

．Hn’

三30

｝

ぎ20
あ

IO

．

s
．

：

Pく．01

e

．

霧●

一一1一一

ee

ee

ee

P〈OI

”
．

e
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e

．

pre－op OP 2’ 5 4

     Fig． 4

5 Day
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各ラットにつき術後3日目および5日目の尿の濃度を

平均を出し，それらより各群の平均を求めて示した．

 結石重量はTablc 2およびFig．5に示すL“とく，

b，c群はそれぞれa群に対し有意の低下が認められた

（p〈0．01）．b群と。群では有意の差は認められなかっ

た（p＞0・1）．結石の成分はすべてリン酸マグネシウム

アンモニウム結石であった．

 BUNは無治療群でやや高い傾向が見られた．ま

た同時に生ずる腎孟腎炎，腎膿瘍などの腎の感染は

UGD II投与群でやや少なく，また程度も比較的軽度

であった．

考 察

 尿路結石の申でもリン酸結石はウレアーゼ産生菌

の感染による尿アルカリ化が主要因となっている．

Proteus， Klebsielta， Pseudomonas等のウレアーゼ産生菌

は化学療法にも抵抗することが多く結石の再発，増大

をきたす．結石の形成，増大はきらに尿流停滞，感染

を助長し，たがいに影響しあって腎機能の悪化をもた

らす．結石の形成増大を揮制することができれば，あ

る範囲内で感染も減弱しうる可能性もあり，結石の再

発防止の対策が望まれる．

 われわれはこれまでこの種の結石の形成予防をみる

ため，ウレァーゼの特異的阻害剤であるヒドロキサム

酸を用いin vitr・における感染尿のアルカリ化抑制実

験2）およびラット膀胱結石形成抑制実験3）をおこなっ

てきた．その結果ヒドロキサム酸は細菌由来のウレア

ーゼをじゅうぶんに阻害し，実験的感染尿のアルカリ

化と結石形成を抑制することが認められた．しかし前

報の実験に用いたニコチノヒドロキサム酸は経口投与

の場合尿中回収率はラットで約1％3）正常人で0．5％と

悪く，尿への排泄率のより高い誘導体が必要とされ

る・他の既知のヒドロキサム酸の尿中排泄率3）も検討

したが尿中回収率はいずれも小さく目的にかなう化合

物を見いだしえなかった．そこで腎クリアランスの高

い馬尿酸を誘導させて得たヒドロキサム酸について阻

害力および尿中排泄を調べた（実験1）．一般的にこの

種のヒドロキサム酸は尿中排泄率が高くその中でもメ

タメトキシヒプロヒドvキサム酸（UCD II）が尿中回

収率も高く阻害力も大で結石形成抑制には最も適当な

化合物と考えられた．Andersen6）の用いたBenurestat

（P－chlorohipPuro－hydroxamic acid）の尿申排泄率は

UCD IIにくらべて著しく劣っていた．なお阻害力は

なたまめより抽出したウレアーゼに対するものである

ためProteusのウレアーゼに対する阻害力は化合物に

よって異なる可能性があり，最近われわれが調べたと

25

ころでは生菌に対しては約10分の1に阻害力が低下し

た・Pr・teus菌体内に分布するウレァ一拳に対して，

ヒドロキサム酸が阻害するためにはまず耳蝉を通過し

なければならず，このことが生菌ウレアーゼに対する

阻害力が低くなる理由と考えられる．なおヒドロキサ

ム酸はProteusにより分解されないことは確認して

いる．なお検討した馬尿酸ヒドロキサム酸誘導体は

Benurestatを除き文献未知の新物質であり，その合成

法については別に宗像らにより発表きれる予定であ

る・またこれら誘導体の化学構造と植物および細菌由

来のウレアーゼに対する阻害性および尿申移行率に関

する構造・活性相関についても別意に発表される予定

である．

 ついでわれわれはこのUCD IIを用い実験的感染

尿のアルカリ化抑制効果および結石形成抑制効果を調

べた（実験2，3）．その結果UCD IIは尿アルカリ化

を顕著に抑制し，結石形成も同時に抑えた．すなわち

実験2においてUCD II 2 x 10－4 M濃度において尿

アルカリ抑制が，さらに1×10－3Mでは顕著な抑制

効果がみられた．実験3において，尿pHはUCD投

与群で低く，結石形成も抑えられた．しかしU（〕DII

lOO mg／kg投与と200 mg／kg投与にて結石重量には

有意の差が認められなかった．このことはUCD II投

与群の尿中濃度がそれぞれ0・12mg／ml（5・3×10－4M），

O．8 mg／ml（3．5×10－3 M）であり，これらの値はナタ

マメゥレアーゼの90％阻害値1×10’5Mより高く，両

群とも尿中ウレアーゼ活性はほぼ同程度に阻害されて

いると考えられる．このため両者の結石重量に差を生

じなかったものと思われる．また尿中回収率は6．1％，

9．6％と健常ラットの1回投与の実験の15．6％（Table

I）に比し約半分に低下しているが，これは感染によ

る腎機能障害のためかと思われる・またUCD II投

与群にて腎の感染，腎機能障害の程度はやや軽度であ

ったが，これはUCD IIには直接抗菌力はないので

結石形成による尿路通過障害による二次的なもの，あ

るいはアンモニア産生抑制による腎機能保全によるも

のと思われる．

 一般に動物実験においては条件設定の一定化が困難

で，とくに結石形成実験では飲料水量，尿鼠腎機能

等が結石形成に大きな影響をおよぼしている．本実験

では飲料水は自由摂取であるため個体差があり，また

同時に感染を起こさせているため腎機能障害が加わ

り，尿量にも影響し，これが結石形成にどのようには

たらくかが問題である．腎機能障害は結石形成に対し

抑制的にはたらくかと考えられるが，本実験では尿

量，腎機能において大きな差がなく，したがって結石
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形成はUCD IIの投与により抑制されたものと考え

られる．

 以上述べたようにUGD IIはウレアーゼ阻害作用

が強く，経口投与後の尿中回収率も高く，リン酸塩結

石の形成抑制実験においてもその効果がみとめられ

た．

 ヒドロキサム酸はこのように実験的感染尿のアルカ

リ化を抑制し結石形成を抑えるが，他にアンモニア産

生による腎機能障害7）の抑制の可能性もあり，またヒ

ドロキサム酸には直接抗菌性はないが尿素分解細菌

（一般にアルカリ培地をこのむようであるが）に対し

尿素分解を阻害することによる細菌の発育条件の変化

をもたらし，そのことにより何らかの静菌的な作用の

ある可能性もありヒドロキサム酸の尿路への応用研究

は今後さらに発展すべきものと思われる．

 UCD IIの臨床的応用にはなお解決すべき種々の問

題（代謝，副作用，慢性毒性）があるがリン酸塩結石

の予防薬剤としてきわめて有望である．

結 語

 ウレアーゼの阻害剤であるヒドロキサム酸のうち

で，阻害力が大で二二排泄率の高い化合物を得るため

新しく合成され7：馬尿酸ヒドロキサム酸誘導体数種に

ついてウレアーゼ阻害性とラットの経口投与による尿

申排泄を調べた．その結果よりメタメトキシヒプロヒ

ドロキサム酸（UGD II）を選び，これを用いて実験的

感染尿のアルカリ化抑制効果および経口投与によるラ

ット膀胱結石の形成抑制効果を調べずこ．

 1）9種の馬尿酸のヒドロキサム酸誘導体のうちで

尿中排泄が大で効果指数の最大のものはメタメトキシ

ヒプロヒドロキサム酸（UCD II）であった．

 2） UCD II添加により実験的感染尿のアルカリ化

は顕著に抑制された．

 3）Proteus菌汚染亜鉛片を膀胱内に挿入したラッ

トOC UCD IIを1日100 mg／kgおよび200 mg／kgの

経口投与をしたとき，それらの尿pHの上昇は明らか

に抑制され，ラット膀胱結石の形成も抑制されること

が認められた．

 4） UCD IIは副作用，慢性毒性上の問題がなけれ

ば臨床応用の可能性がじゅうぶんにある・

 なお本論文の要旨は1977年5月第65回日本泌尿器科学会総

会（松本市）において発表した．
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泌尿紀要訂正

 第23巻（1977）人名索引

 高山季則を高山秀則に訂正します．


