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尿中分離細菌のウレアーゼ活性
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UREASE ACTIVITY OF BACTERIA IN URINE 
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   Urea splitting bacteria are related to the formation of struvite or apatite. We investigated 
the urease activity of bacteria by two methods ; the direct measurement of urease activity of 
viable bacteria and sonicated bacteria from amounts of ammonia by the indophenol method, 
and the measurement of urease activity by alkalization of infected urine. Proteus mirabilis and 
Pseudomonas aeruginosa had moderate activity of urease, and Morganella morganii and Staphylococcus 
epidermidis had the most powerful activity. P. mirabilis caused the strongest alkalization in infect-
ed urine. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 35: 277-281, 1989)
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緒 言

尿路結石症は泌尿器科領域の重要な疾患の一つであ

る。しかしその成因については,い まだ不明な点が多

い.尿 路感染と関連した,い わゆる 賦感染結石"は,

尿路結石の約15～20%を 占めている1).特 に感染結石

の治療に際し,結 石の再発,難 治性尿路感染症,さ ら

に通過障害や感染による腎障害 な ど多くの問題があ

る.尿 路感染症では,尿 中細菌の産生するウレアーゼ

により尿素が分解されてアンモニアが生 じ,さ らに尿

はアルカリ性に傾き,リ ン酸塩結石の形成の要因と考

えられている2).し か し,い かなる細菌が ウレアーゼ

活性をもち,ま たどの程度の活性があるかについて

は,あ まり報告されていない1-4)今 回 われわれ は,

これらの点についてい くつかの実験により検討 したの

で報告する.

方 法

1)各種細菌のウレアーゼ活性の有無について

対象は1982年1月 から12月 までの1年 間に滋賀医科

大 学 附 属病 院 中央 検 査 部 に て 同定 され た,お もな尿 中

の 細 菌 につ い て ウ レア ーゼ 活性 の有 無 を 調 べ 陽性 率 を

集 計 した.ウ レア ーゼ 活 性 の有 無 の判 定 は,ウ レア ー

ゼ 確 認 用尿 素 培 地(栄 研 化 学)ま た は エ ンテ ロチ ュ ー

ブll(日 本 ロシ ュ)を 用 い て 行 った.な おStaPh]1"

COCCUSepidermidisは,StaPh■IOCOCCUSsaProPh■tiCUSを

含 め た も の で あ る.

2)細 菌 の ウ レア ーゼ 活性 の定 量

Proteusmirabilis,Merganellamorganii,Ktebsiella

Pneumoniae,Pseudomonasα8r卿 π0∫α,E・eoli,Staph)-

10COGCUSepidermidis,StaPh)・10COCOUSaureUS,StrePtocoa-

cusfeaealisの8種 の 細 菌 に つ い て ウ レア ー ゼ活 性 を

調 ぺ た.細 菌 は滋 賀 医科 大学 附 属 病 院 中央 検査 部 に て

尿 中 よ り分 離 ・同定 され た 臨床 分 離 菌 を5株 ず つ用 い

た.

ウ レア ーゼ 活 性 の定 量 は,UN測 定 用 キ ッ ト(ヤ

トロ ン社)を 用 い て 行 った 。十 分 量 の 尿 素 を細 菌 の有

す る ウ レア ー ゼに よ り分 解 させ,そ の 分 解 に よ り生 じ

た ア ンモ ニア を イ ソ ドフ ェ ノー ル反 応 に て 発 色 そ して

定 量 し,も との分 解 され た 尿 素 量 を求 め た5》.そ して
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変 化 した 尿 素 量 で ウ レアー ゼ比 活 性 を 求 め た.

前 述 の各 細 菌 を 普 通寒 天 平 板 培 地 に24時 間培 養 し,

そ の108個 をpH7,0.1Mの リ ン酸 緩 衝 液1mlに 懸

濁 させ 生 菌 粗 酵 素 液 と し,O.1M尿 素20μ1を 加 え,

25℃ で30分 間incubationし た .そ の後 呈 色 液 を 加

え,さ らに25℃,30分 間incubationし,570nmの

吸 光 度 を 測 定 し,ウ レア ーゼ 活性 を求 め た.

また,同 じ く24時 間 培 養 した細 菌 を2回 滅 菌 蒸留 水

に て 洗 浄 し,pH7,0.IMの リン酸 緩 衝 液 に 懸 濁 し

た.そ の後,超 音 波 破 砕 器(ト ミー精 工 社)を 用 い て

2～5分 間 破 砕(200W,20kHz)し た.さ ら に

15,000rpmで15分 間遠 心 し,そ の 上 清液 を粗 酵 素 液

と した.粗 酵 素 液 の 蛋 白量 をBiuret法6)に よ り測 定

し,さ らに ウ レア ー ゼ活 性 は 生 菌 と同 じ方 法 で 測 定 し

た.

3)細 菌 の 尿 ア ル カ リ化 作 用

上 記 の実 験 で用 い たP・mirabilis,M.morganii,Ps.

aeruginosa,・ ∫.epidermidisの4種 類 の 細 菌 の うち ウ レ

ア ー ゼ陽 性 の株 を3株 ず つ用 い,尿 ア ル カ リ化 作 用 を

検 討 した.各 細 菌 を24時 間 培養 し,そ の106個 を健 常

人 の尿10m1に 混入 し,3フ ℃,24時 間保 温 し,経 時

的 にpHメ ー タ ーを 用 い て 尿pHの 変 化 を 測 定 し

た.ま た 各 細 菌 接種 尿 の沈 殿 物 の 観 察,お よび12時 間

後,24時 間 後 の 尿 中細 菌 数 も調 べ た.
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1)各 細 菌 の ウ レア ー・ゼ活 性 の有 無 に つ いて

尿 中分 離 細 菌 の ウ レア ーゼ 活 性 の 陽 性 率 はTablc

1の ご と くで あ る .・Proteus,Morganellaお よびKleb-

sietlaに ウ レア ーゼ 活 性 陽 性 株 が90%以 上 で あ った.

0伽0う α``8ろEπ'θ70加`'87,Pseudomanasは,一 部 陽性

の もの が み られ た.し か しE.coliは ま った く ウ レア

ーゼ 活 性 陽 性 の株 は認 め られ な か った .ま た球 菌 で は

StaPhりlococcus属 に 陽性 を示 す ものが あ った.

2)細 菌 の ウ レア ー ゼ活 性 の 定量

生 菌lo8個 あ た りの ウ レア ー ゼ活 性 をFig,1に 示

す.E.coliに は ウ レア ー ゼ 活性 は 認 め ら れ な か っ

た・P・mirabilis・Ps・aeruginosaお よびK.Pneumo・

niaeに 中 等度 の活 性 が あ った.さ らにM .tnorganii

お よびS.epidermidisに 強 い 活 性 を 認 め た,し か し,

S.aureusお よびS.faecalisに は陰 性 株 か ら中 等 度 活

性 株 まで,株 間 に大 きな 差 が み られ た.

破 砕 細 菌 を用 いた ウ レア ー ゼ活 性 の結 果 をFig,2

に示 す.破 砕 細 菌 の 蛋 自mgあ た りの 華 質 の 変 化 母

す なわ ち比 活 性 を 求 め た.こ の実 験 で も,生 菌108個

を用 い た場 合 と 同 じ傾 向 を示 した 。 す なわ ち 丑 海 ・
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rabilisお よびPs・acruginosaに 中等 度 の活 性 が あ り
,

M.morganiiお よびS,epidermidisに 強 い 活 性 が 認 め

られ た.ま た,且 ωκ に は 活 性 が 認 め られ な か った.

3)細 菌 の 尿 アル カ リ化 作 用

細 菌 接 種 尿pHの 経 時 的変 化 をFig.3に 示 す.6
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時 た が,P・mirabilis接 種 尿 は12時 間 後にpH8以 上

に 上 昇 し,18時 間 後,24時 間後 さ らに 上 昇 し8.9ま で

達 した.ま たM.morganiiお よびS.epidermidis接

種 尿 は,経 時 的 に,尿pHは 上 昇 した が,Ps.aerugi-

nosa接 種 尿 に つ い て は 尿pHは 変 化 しな か った.

・P.mirabilis接 種 尿 は12時 間後 よ り,ま たM.mor-

ganiiお よび5「.epidermidis接 種尿 は18時 間 後 よ り

塩 類 が 析 出 しは じめ た.・沈 殿物 に は リ ン酸 マ グネ シ ウ

ム ア ンモ ニウ ム(struvite)や,リ ン酸 カ ル シ ウ ム

(carbonateapatite)の 結 晶 お よび 細 菌 が 多 数 認 あ ら

れ た.

尿 中 細菌 数 をFig.4に 示 す.12時 間 後 に は いず れ

も約107cfulmlに 増 殖 した.し か し24時 間 後 で は,

P.mirabilis接 種 尿 で は,細 菌 数 の 減 少が み られ た.

考 察

P.mirabilisを 代表 とするウレアーゼ産生菌に よる

尿路感染については多くの報告があり,い ずれ も臨床

上の問題を提起している.Musherら7)は,腎 臓には

ウレアーゼ に よる尿アルカ リ化自体がnephrotoxic

であ り,さ らに細菌の尿細管への侵入を容易に してい

ると述べて いる.ま たParsonsら8)は,膀 胱に関し

て,感染防御の役割をする膀胱粘膜のGAG層 に対 し,
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ウレアーゼ活性により生じたアンモニァがGAG層

をinactivateす る,と 述べている.さ らにBeeson

ら9)e:,ア ンモニアが,血 清の細菌に対する作用を減

少させるとしている.

さて,感 染結石における細菌学的検討についてもい

くつかの報告がなされてお り10・11),いずれ もProteus

を代表とするウレアーゼ産生菌が感染結石の形成に重

要な役割を演 じている,と 述ぺている.

しか し,こ のようにウレアーゼ産生菌による尿路感

染症を問題としながらも,そ の各細菌のウレアーゼ活

性の程度の比較については,わ ずかの報告があるにす

ぎないの.多 くは,細 菌のウレアーゼ活性の陽性率か

ら,各 細菌のウレアーゼ活性を,さ らに尿路感染と結

石形成の関連を検討 している1μ).

われわれは,1,294例 の尿路感染の起因菌のウレア

ーゼ活{生陽性率を集計したが,そ の結果はGriMthi)

と同様にProtettSに 高い陽性率を示した.し か しわれ

われの集計ではKlebsiellaは 陽性率90%以 上,Citro-

bacterfrenndiiは 陽性率44%,そ してPseudomonas

は陽性率15%と,Griffithの 集計とやや異なった.

また,E.`・liはGriffithと 同様すぺて陰性であっ

た.ま た球菌についても検討すると,StaPh■loaoccus

には陽性を示すものがあり,結 石内細菌よりStaPh■・

10COCCUSが 分離された報告10・il)と合わせ考えると,結

石形成に関連があると思われる.

各種細菌のウレアーゼ活性の強さの比較を目的とし

て,2つ の実験を行った.

各細菌のウレアーゼ活性の測定には,細 菌の形態を

2つ にわけておこなった。1つ は臨床モデルと して

10s個 という細菌集団を用い,他 方は細菌を超音波破

砕し菌体内酵素をとりだし,蛋 白重量あた りでウレア

ーゼ活性を測定した.両 者の結果はいずれ も同様の傾

向を示 した.と くに強い ウレアーゼ活性を示す株で

は,生 菌 ・破砕細菌いずれの実験系でもその活性の強

さは良 く対応 していた.従 来,細 菌の酵素活性の研究

では,細 菌の細胞壁を超音波法や摩砕法などにより,

内部の酵素をとりだ している12・13).しか し本実験の結

果より,一 定集団の細菌をもちいる簡易法によっても

ウレアーゼ活性を半定量的に測定しうると推測 され

る.

また同一菌種でも株間により,ウ レアーゼ活牲が著

しく異なる場合がある.た とえば,S,epidermidisで

は強い活性を示す株から,陰 性の株まで存在した.こ

の原因は,現 在の細菌の同定法に よると考える.す なわ

ちウレアーゼ活性が同定の決定的要素とならない細菌

では,同 一菌種間でも株によりさまざまな尿素分解反

応を示す可能性がある.従 って尿素分解能を重要視す

ればさらに新しい菌種の分類が必要か もしれない.近

年 ソボビオシ ンに対する感受性の相違 より 乱 ψ昭幽

midisとS.saProPh■tiCUSを 区別するように なってき

た14).そ してS.saPrePh■ticusに 高い ウレアーゼ活性

を示す傾向があるとされている1㍉》,

細 菌接種に よる尿アルカリ化作用の実験では)尿

pHの 変化の程度より,各 細菌のウレアーゼ活憐を判

定した。この実験ではP.mirabilis接 種尿に強いpH

の上昇が早期から認められ,ウ レアーゼ活性が強いこ

とが示竣された.こ のように尿アルカ リ化作用が強い

点より,感 染結石内にP・mi'rebilisが 多 く分離され

るとい う報告1『・11》とあわせ考えると,P.mirabilisが

結石形成に大いに関係があ ると思われる.ま たM.

morganii,S.epidermidisに もpH上 昇が認められた.

しか しPs.aeruginosaに はほとんどpH上 昇がなか

った.こ の尿pH上 昇の違いは,細 菌の増殖による

ものとも考えられ,尿 中細菌数も調べた.し かし増殖

の程度は各種菌ほぼ同様であ り,尿pHの 変化の違

いは単に細菌数が原因ではなく,各 細菌のウレアーゼ

活性の強さと考え られる.な おP.mirabilisは,24

時間後の細菌数は減少してお り,こ れは尿pHの 急

激な上昇で死滅したものと考えられた.

さて,細 菌のウレアーゼ活性㊧定量の実験と細菌の

尿アルカリ化の実験を比較すると,一 部異なる結果に

なった.S.epidermidi5やM.morganiiと 比較すると

P.mirabilisで は ウレアーゼ活性が 中等度なのに尿ア

ルカリ化作用は著 しかった.そ の原因として,反 応時

間やpHの 影響が考え られる.ウ レアーゼ活性定量

の実験は反応時間は30分 であり,細 菌接種に より尿

pHが 変化していく過程のほんの一部だけを反映 して

いるだけかもしれない.ま た各細菌のウレアーゼの至

適pHが 異なる とも考えられる.今 回のウレアーゼ

活性測定はpH7で 行 ってお り,こ のpHに 適 した

ウレアーゼを有する細菌が強い反応を示すと考えられ

る.Suzukiら は,細 菌ウレア ーゼ活性はpHに よ

っておおいに変化し,と くにP.mirabilisで はpH

が6→7→8と 上昇するに伴いウレア・-ti活性が急上

昇すると報告している13).こ の報告よりP。mirabilis

接種尿では尿pHが 軽度上昇する ことにより細菌の

ウレアーゼ活性の働きが高まり,尿 素が分解されその

結果さらに尿pHが 上昇し,そ のため,よ りウレア

ーゼ活性が強 くな り,最 終的に著 しい接種尿のpH

上昇を呈したと考えられた。しかし他の細菌では尿素

分解により尿pHが 上昇しても,上 昇 したpHで の

ウレァーゼ活性が弱ければ,反 応はあま り進まず最終
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的な接種尿pHの 上昇は軽度となると考えられる.

結 語

1)尿 中細 菌 の ウ レア ーゼ 活 性 の 陽性 率 を調 ぺ る と,

Proteus,Merganella、Klebsiellaで90%以 上 の株 で 陽 性

で あ り,E・celiは 全 例 陰 性 で あ った.球 菌 に つ い て

も陽 性 を しめ す も のが あ った.

2)各 細 菌 の ウ レア ーゼ 活 性 を定 量的 に調 ぺ た.M.

merganii,s.epidermidisに 強 い 活 性 が あ った.P.mi-

rabilis,K.Pneumeniae,P.aeruginosaは 中 等 度 の 活 性

を示 した.E・celiは 陰 性 で あ った.ま たs.epidermi一

曲 は 株 に よ り,強 い活 性 か ら陰 性 の もの まで あ った.

3)ヒ ト尿 に ウ レア ーゼ産 生 菌 を混 入 し,尿pHの

変 化 を調 ぺ た.P.mirabilis接 種 症 で 著 しい 尿pH

の上 昇が あ り,ウ レアー ゼ 活性 が 強 い こ とが示 唆 され

た.ま たM.morganii,S.epidermidisに も尿pH上

昇 を 認 めた が,P.aerUginosaで は 尿pHは 上 昇 しな

か った.

4)細 菌 の ウ レア ー ゼ活 性 定 量 と尿 アル カ リ化 作 用 は

必ず しも一 致 しな か った.こ れ は 各 細 菌 の 至 適pH

の相 違 お よび反 応 時 間 に よ る もの と推 測 され た.

本論文 の要 旨の一 部は,第34回,第35回 日本泌尿器科学会

中部運合総会 にて発 喪 した.
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