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国立病院九州医療センター 泌尿器科（指導教授：熊澤浄ー）

加治慎

Experimental Study on the Role of Bacteria from Urinary 
Tract Infections on the Bladder Carcinogenesis 

Shin-ichi KAJI 

(Director : Prof ]. Kumazawa) 
Department of Urology, National Kyushu Medical Center Hospital, Fukuoka 810 

The role of bacteria isolated from patients with urinary tract infection (UTI) was studied 

with a view to the possibility that such bacteria are an etiological factor in the development of 

bladder cancer. 
The bacterial strains of Escheガchiacoli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Serratia 

marcescens, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus faecalis, isolated from patients with UTI 

at the Kyushu University Hospital, were tested for their nitrate-reducing activity after 1 hr of 

incubation with sodium nitrate (3.57 mM) in a growth medium (pH 7.2) at 37°C. Of 35 strains 

tested, 27 strains (77%) showed the ability to reduce nitrate to nitrite with yields ranging from 2 

to 310 μM N02/hr/107 bacterial cells, but in 8 strains (23%) including all the 7 strains of E. 
faecalis no elevated activity (0.0-0.3 μM) could be detected. Various kinetic profiles were 

observed for the nitrate-reducing bacteria, at various rate ranging from rapidly to slowly, during 

5 hr of incubation. 
The effect of nitrate-reducing bacteria on mutagen formation in the human urine was 

examined. The mutagenic activity of smokers'or non-smokers'urine incubated with or without 

bacteria for 72 hr at 37°C was assayed by the Ames Salmonella/microsome test (using TAlOO or 

T A98 with S9-mix). The mutagenic activity increased in urine incubated with the nitrate-

reducing S. marcescens or P. aeruginosa, compared to controls which were incubated without 

bacteria. 
Potent mutagenic activity could be induced when the urine concentrate prepared from 

smokers'urine with an XAD-2 resin column was incubated with sodium nitrite (40 mM) at pH 3 

for 4 hrs. The potent mutagenic activity observed here seems to be due to the class of direct-

acting mutagen(s), because no metabolic activation was required. The mutagen formation at an 

optimal pH 4 proceeded rapidly during 4 hrs of incubation, but decreased thereafter. It was noted 
that even at a physiological pH 6 of human urine, a lower but significant level of mutagenic 

activity could still be detected. 
The mutagenic activity of individual urine concentrate from 14 male smokers and from 6 

male non-somkers was assayed after 30 min of incubation with or without sodium nitrite (40 mM) 
at pH 6. Mutagenic activity increased in most of these urine concentrates incubated with sodium 

nitrite. The levels were variable between individuals with a 1.3-to 53-fold increase compared 

with the controls incubated without sodium nitrite. 
These results suggest that UTI's caused by bacteria which possess nitrate-reducing ability 

could be a causative factor in the development of bladder cancer in terms of the formation of 

presumably novel direct-acting mutagen(s)/carcinogen(s). 
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はじめに

わが国の平成 3年度 (1991) における膀脱腫瘍死亡

者数は 3,173人（男 2,165人，女1,008人）で，悪性

新生物による死亡者総数223,727人の中の 1.4％を占

めている 23)．膀脱腫瘍の発生には性差があり，いずれの

国においても男性の方が女性より多い25)．わが国の膀

脱腫瘍による死亡率は，今のところ欧米諸国に比べる

と男女共低い状況にある 25)が，人口の高齢化さらには

生活スタイルの変化に伴って，がん患者の増加が懸念

される． 1993年に出版された「がん・統計白書」によ

れば2015年の膀脱腫瘍は，罹患者数は 22,629人50)，死

亡者数は8,282人26)と現在より 2~3倍の増加を予測

しており，その予防は重要な課題となっている．

膀腕腫瘍の原因については，芳香族アミノ化合物へ

の職業的暴露，喫煙，ビルハルツ住血吸虫への感染，

尿路感染症の既往，さらにはコーヒーや人口甘味料等

食生活との関連など多方面からの調査，研

究4)14)22)32)44)45)55)がなされてきた．しかしながら，これ

までの疫学的調査研究あるいは動物実験による研究の

結果から，ヒトの膀脱腫瘍の危険因子として広く認め

られているものは，ベンチジン， fJ-ナフチルアミンな

どの芳香族アミノ化合物への職業的暴露と喫煙だけで

ある 4)45)．芳香族アミノ化合物の発癌性については動物

実験でも確認され3)，その作用機序についても詳細な

生化学的検討がなされている 53)．喫煙もタバコ煙中に

多種多様な芳香族アミノ化合物が含まれており 15)，こ

れらの化合物が作用しているものと考えられ，喫煙が

膀脱腫瘍の発生に寄与することは確かなものとなって

いる．ビルハルツ住血吸虫感染も危険因子として強く

疑われてはいる4)45)が，ビルハルツ住血吸虫は局地的

に生息しているものであり，わが国も含め多くの国の

膀脱腫瘍の危険因子とはならない．職場環境の改善な

どによって職業的暴露が減ぜられた先進国での膀脱腫

瘍の原因は喫煙が主要因子となっている．喫煙が原因

と考えられる膀脱腫瘍患者は， Wynderら55)によれば

男子で48%，女子で31％と報告されている．しかしな

がら，喫煙や職業的暴露では説明できない原因不明の

患者が数多く残されている．殊に，女性の膀脱腫瘍で

は原因不明のものの方がむしろ多いと言われており，

膀脱腫瘍の予防という観点からも，その危険因子の探

索は重要である．

近年，膀脱腫瘍の危険因子として，尿路感染症の既

往を取り上げている疫学的調査研究の報

告9)14) 19)20)22)41)51)が散見される．因果関係は認められな

かったとしている報告22)もあるが，尿路感染症既往者

群の相対危険度が上昇または上昇傾向を示している報

告が数多くあり危険因子の一つではないかと注目され

ている． Kantor ら 20) の患者—対照研究によれば，尿路

感染症の既往が3回以上ある人の膀脱腫瘍の相対危険

度 (RelativeRisk, RR) は，既往の無い人にくらべ約

2倍（男性： 2.0,女性： 2.1)であったと報告されて

いる．しかしながら，これらの疫学的調査結果に対し

て，その因果関係を疑問視する意見も出されてい

る22)45)．即ち，膀脱腫瘍発症時に尿路感染症を合併して

いる症例は臨床的にしばしば認められるところであり，

膀脱腫瘍の発症時期を明確に把握できていないこれま

での疫学調査では，尿路感染症が膀脱腫瘍の発症より

先行していたと確信させるには不十分であるという意

見である．しかし，その一方では，尿路変更術を受け

た人の中に，尿管の吻合部位周辺に腫瘍（大腸癌）が

多発しているという報告18)が出されている．これらの

事例は腸内細菌と尿がこの発癌に関与しているのでは

ないかということを強く示唆するものであり，発癌部

位は異なっているが，尿路感染症による膀脱腫蕩も同

じ機序で発症しているのではないかという可能性を抱

かせるものである．

尿路感染症による膀脱腫瘍発症のメカニズムとして

は，尿路感染症起炎菌介在によりニトロソ化合物（癌

原性物質）が，生成するという説1)2)43)46)48)や尿路感染

症に伴う炎症組織が癌の母地を提供しているという

説13)などが提示され検討されてきたが，尿路感染症患

者尿から検出されているニトロソ化合物を膀脱内に注

入しても膀腕腫瘍はできなかったという報告28)が出

されるなど，まだこれらの説だけでは十分に説明しき

れない点も出てきている．このように尿路感染症によ

る膀脱腫瘍の発症という関係は，疫学的調査研究ある

いは発症機序の研究からも，まだ明確にされていると

は言い難い状況である．

そこで尿路感染症と膀脱腫瘍との因果関係を明確に

するには，発症機序を解明することが重要であると考

ぇ，化学発癌の観点より尿路感染症起炎菌の介在によ

って，尿中に発癌物質が生成される可能性が有るか否

かを検討することにした．本研究では，尿路感染症患

者から分離された種々の起炎菌について，その硝酸還

元能を定量的に測定し亜硝酸の生成状況を明確にする

と共に，発癌物質の Prescreening法として広く利用さ

れている Amestest29lを用い，人の尿濃縮物に亜硝酸

を反応させた場合に，尿の変異原性にいかなる変化が

もたらされるかを調べ，発癌物質生成の可能性を探っ
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た．

実験方法

1. 尿路感染起炎菌

本研究で用いた 35株の細菌は，九州大学医学部附属

病院検査部の竹森紘一主任のご好意により提供された

もので，九州大学医学部附属病院の尿路感染症患者尿

から得られ，いずれの菌も菌数は 10ツml以上で，細菌

学的に分離同定されたものである．これらの内訳は

Escherichia coli (E. coli) 13株， Pseudomonasaer-

uginosa (P. aeruginasa) 4株， Proteusmirabilis (P. 

mirabilis) 4株， Serratiamarcescens (S. marcescens) 

3株， Staphylococcusepidermidis (S. epidermidis) 4 

株， Enterococcusfaecal is (E. faecal is) 7株である．

2. 尿路感染起炎菌の硝酸還元能の測定

凍結保存されている各細菌株のバイアル瓶から滅菌

スパーテルにて極少量の細菌を掻爬採取し 10mlの培

養液 (OxoidNutrient Broth 5 gを水lLに溶解し滅

菌したもの）に播種し， 3TCにて 14時間培養した．増

殖した細菌は冷凍遠心機を用い， 10,000Xg,10分間5

℃の条件下で分離し，ペレット（菌凝集塊）を採取し

た．ペレットは無菌生理食塩水で3回洗浄した．この

ペレットを Vogel-BonnerMedium E（硝酸マグネシ

ウム七水和物0.2g,クエン酸ー水和物2g, リン酸二

カリウム 10g，リン酸水素アンモニウムナトリウム四

水和物3.5gを蒸留水に溶解し lLとしたもの）にブ

ドウ糖を 2w/v％の割合で加えた培養液にて懸濁させ

た．この際，菌懸濁液中の菌数濃度を一定 (107cells/

ml)にする目的で，懸濁液の 550nmの吸光度が0.5と

なるよう調製した．この菌懸濁液 (5~8ml)に等量の

7.14mM硝酸ナトリウム水溶液加え， 37℃の恒温水

槽にて振盪させながら 1~5時間反応させた．硝酸還元

の経時的推移をみる実験では，経時的にこの反応液か

ら一定量を無菌的に採取し，亜硝酸測定用試料とした．

なお，反応開始時の反応液中に含まれる硝酸イオンの

濃度は3,570μMと試算される．

3. 亜硝酸の測定34)

適宜希釈した試料液（亜硝酸性イオンの濃度として

7.l4μM以下）10mlにスルファミン溶液（スルファミ

ン0.1gを10％塩酸数滴を加えた水で溶解し 100ml 

としたもの）1mlを加え， 15分間放置した後ナフチル

エチレンジアミン溶液（N-(1-ナフチル）エチレンジ

アミン・ニ塩酸塩0.1gを水に溶かして 100mlとした

もの） 1mlを加えて混和し， 20分静置した後に波長

540nmの吸光度を測定した．別途，亜硝酸性窒素標準

溶液を用いて作成された検量線より試料液中の亜硝酸

濃度を算出した．各菌の硝酸還元能は37゚Cで恒温処理

した各時点での試料液中に生成された亜硝酸イオン量

をμM単位で表した．

4. 尿試料の採集と尿濃縮物の調製

本研究で使用した尿試料は，薬剤などを服用してい

ない健康な成人男子 (30~42 歳）から採集したもので

ある．尿採取の依頼に際し，食事などの制限は一切行

っていない．集められた尿試料は，分析時まで一20℃

下で凍結保存した．分析時には，室温（約 22゚C)下に

て融解し，綿栓濾過にて沈殿物を除去した清澄な濾液

を尿濃縮物調製用試料とした．

XAD-2カラムによる尿濃縮物の調製には，

Yamasaki & Ames57>によって報告された方法を一部

変更して用いた．即ち，精製した XAD-2樹脂を 40

mmの高さに充填したガラスカラム (10X300mm)に

尿試料100ml流下させた後， 2mlの蒸留水を流下さ

せ滞留している尿を押出した．さらに，カラム上部よ

り窒素ガスにて加圧し樹脂間隙に残存する液体を完全

に押出した後，アセトン20mlで樹脂に吸着されてい

る物質を溶出させた．以上の操作過程における流下速

度は，カラムコックによって 2~3ml/minに調節し

た．溶出液は30℃の水溶中で窒素ガスを吹き付けなが

ら，溶媒を完全に留去し得られたタール様残留物を尿

濃縮物とした．

なお， XAD-2樹脂（オルガノ K.K.，東京）は不純

物を除去するため， Junkら17)の方法に準じ精製した．

即ち，ソックスレー抽出器を用いメタノール，アセト

ニトリル，ジエチルエーテルの順に，それぞれ8時間

の還流抽出を行い，精製された樹脂はメタノール中に

保存し，使用時には精製水を流してメタノールを除去

し水に置換したものを用いた．

その他の試薬は，すべて試薬特級品以上の品質のも

のを用いた．

5. 模擬感染尿の変異原性試験

健康な成人で喫煙している人と喫煙をしていない人

に採尿を依頼し，得られた尿を喫煙者，非喫煙者別に

混合した尿試料を用いて以下の実験を行った．

喫煙者尿と非喫煙者尿をそれぞれMembranefilter 

（マイレクス HA25,孔径0.45 μm, Millipore,日本

ミリポアリミテッド）にて濾過除菌した尿100mlに，

別途NutrientBroth溶液にて 14時間培養した尿路

感染症起炎菌の菌懸濁液を 1ml加え，72時間，3TC水

溶中にて振盪させた．増殖した菌を除くために，再度

Membrane filterにて濾過した．得られた清澄な菌培
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養尿試料を，前述の XAD-2樹脂カラムにより処理し

濃縮物を調製した．濃縮物の変異原性試験は，試験菌

として Sal叩 onellatyph切iuガu叩 TA98及びTAlOO

を用い代謝活性化系 (S9 mix)を加えた条件下でのみ

行った．本実験では，尿路感染起炎菌として E.coil, S. 

叩arcescensおよびP.aeruginosaを用い，単一菌によ

る感染尿について実施した．なお比較対照用として，

菌懸濁液を加えない尿について同様に処理し変異原性

を測定した．また，喫煙者尿を用い， S.切arcescensお

よびP.aeruginosaを作用させた尿の変異原性につい

て，その用量を 20"-'160μl（原尿4"-'32mlに相当）ま

で変化させたときの変異原性の変化を TAlOO+S 9-

mixの試験系にて検出し菌によって生成された変異

原性物質の用量ー反応関係を調べた．

6. 亜硝酸ナトリウムによる尿濃縮物の処理

健康な成人男子から採取された尿を XAD-2樹脂力

ラムにより吸着濃縮して得られた尿濃縮物を亜硝酸処

理した．即ち，原尿 100ml相当の尿濃縮物に， 40mM

亜硝酸ナトリウム溶液1mlを加えて溶解し， lN塩酸

または lN水酸化ナトリウムにて pH調整

(pH l"'pH 8)を行った．この溶液を membranefil-

ter（孔径0.45 μm, Sartorius GmbH, Gottingen, 

West Germany)にて濾過滅菌を行い， 37゚Cの恒温水

槽中にて 30分～8時間反応させた．反応は等量の 40

mM硫酸アンモニウム溶液を添加して停止させた．比

較対照用として，亜硝酸ナトリウムの代わりに水を加

え同様に処理した試料を作製した．

7. 変異原性試験

Maron and Amesの報告29)に記載された方法に準

拠し， Sal叩 onella typh切zuriu叩 TA98および

TA 100 (Dr. Ames, B. N., University of California, 

Berkley, USAより供与）を試験菌として，標準的な

プレート法により実施した．代謝活性化を行った実験

で用いた S9は， KC-500(PCB) （鐘淵化学，大阪）

を500mg/kg. body weightの割合いで一回腹腔内に

前投与し薬物代謝酵素の誘導を行ったラット (Wister

-King rats,体重250"-'300g)から無菌的に調製した

肝臓ホモジネートを 9000Xgで遠心分離した上清分

画である．試験に用いた S9-mix. 0.5 ml中にはS9

が50μl含まれている．変異原性試験は 1検体当たり

2~3枚のプレートにて試験し，その平均値を求め，別

途対照プレートによって得られた自然復帰変異数を差

し引いた数をその検体の変異原性とした．各テスト系

の自然復帰変異体数は， TA98+S9:31士7rever-

tants/plate(n=12), TA 98-S 9: 27士9revertants/ 

plate (n=lO), TA lOO+S 9: 135土23revertants/ 

plate (n=20), TAlOO-S9: 128士17revertants/ 

plate (n=15)，であった．

また，テスト系の信頼性を確認するために，試験時

に並行して行った変異原性陽性物質である Benzo(a) 

pyren (5 μg/plate)による復帰変異体数は， TA98+

S 9: 475土49revertants/plate (n=4), TA 100+ 

S 9 : 1993土158revertants/plate (n=lO)，であっ

た．

実験結果

1. 尿路感染症患者尿から分離された細菌の硝酸還

元能

尿路感染症起炎菌の硝酸還元能の実態を把握する目

的で，尿路感染症患者尿から分離された 6種類， 35株

の細菌 (E.coli 13株， P.aeruginasa 4株， P.mir-

abilis 4株， S.marcescens 3株， S.epidermidis 4 

株， E.faecalis 7株）を 3.57mMの硝酸イオンを含む

培養液中で培養し， 1時間後の亜硝酸イオン生成量を

測定することにより，各細菌の硝酸還元能を調べた．

その結果がTable1である． 37℃ 1時間処理により 1

μM以上の亜硝酸イオン濃度が検出されたものを硝酸

還元能陽性とすれば， 6菌種のうち E.Jaecalisを除く

5菌種に硝酸還元能が観察された． E.coliおよびP

mirabilisでは，ほぼすべての菌株が他の菌種に比して

強い硝酸還元能を示した．グラム陽性菌である E.

faecalisは 7株調べたがすべて陰性であった

(0. 0,....,0. 3 μ M N 02). P. aeruginosa, S. marcescens 

およびS.epidermidisでは硝酸還元能が，菌株の違い

によってかなり変動することが観察された．硝酸還元

能の差はかなり大きく，今回の調査で陽性を示した菌

株の中でも，最小値と最大値の間には約160倍もの開

きが見られた(PA-1:1.9 μM N02/hr, EC-4: 309.6 

μM N02/hr)．次に細菌の硝酸還元能に基づく生成と

その蓄積状況を見るために，硝酸還元能を示した各菌

種の中から 1~4株を用い，培養液中の亜硝酸イオン量

を経時的に測定した．その結果がFig.lである．亜硝

酸生成のパターンは菌種，菌株によって異なるが，大

きく 3型に分けられる． 1）インキュベーション開始後

3時間までは，亜硝酸イオン量が急速に増加するが，

その後亜硝酸イオン量が減少する型 (EC-7,EC-13, 

SM-3). 2)インキュベーション開始後5時間まで亜硝

酸イオン量が連続的に増加する型(EC-10,PM-4, SM 

-2, SE-1). 3)インキュベーション 5時間まで亜硝酸

イオン量の増加は見られるが，その増加速度はきわめ
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Table 1 Nitrate reducing activity of bacterial 

strains isolated from patients with 

urinary tract infections 

Species *Strains 

E. coli EC-1 

EC-2 

EC-3 

EC-4 

EC-5 

EC-6 

EC-7 

EC-8 

EC-9 

EC-10 

EC-11 

EC-12 

EC-13 

Nitrate-reducing activity 
(μMNO訊／hr/107 cells) 

268.6 

247.1 

278.6 

309.6 

223.8 

193.4 

234.6 

234.6 

245.5 

44.0 

172. 7 

8.1 

180.4 

P. aeruginosa PA-1 

PA-2 

PA-3 

1.9 

22.9 

7.9 

PA-4 26.3 

P. mirabilis PM-1 

PM-2 

PM-3 

PM-4 

198.6 

191.4 

178.6 

111.9 

S. marcescens SM-1 

SM-2 

SM-3 

161.4 

66.6 

18.3 

S. epidermidis SE-1 

SE-2 

SE-3 

SE-4 

80.0 

17.9 

7.0 

0.3 

E. faecalis EF-1 

EF-2 

EF-3 

EF-4 

EF-5 

EF-6 

2

1

0

1

3

1

 

．

．

．

．

．

．

 

0

0

0

0

0

0

 
EF-7 0.2 

*EC, strain of E. colli ; PA, P. aeruginosa ; PM, P. 

mirabilis ; SM, S. marcescens ; SE, S. epidermidis ; and 

EF, E. faecalis, isolated from patients with UTI at 

Kyushu University Hospital. Bacteria (1 x 107 cells/ml) 

were incubated for 1 hr at 37℃ with sodium nitrate 

(3.57 mM) in Vogel-Bonner medium E (pH 7.2) contain-

ing 2% glucose. Nitrate-reducing actibity was assayed 

as described in Materals and Methods, and is presented 

as μ M N02/hr/l01 cells. 
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Time course of nitrite formation from 

nitrate in nitrate-reducing bacteria. (A), E. 

coli (EC) ; (B), P. mirabilis (PM) and S. 

marcescens (SM) ; (C), S.ゅidermidis(SE) ; 
and (D), P. aeruginosa (PA). Treatments 

and assays were the same as described for 

Table 1, except for the indicated times of 

assaying during 5 hr of incubation. 

て緩やかな型(SE-2,SE-3, PA-4)．この実験の中で

最も高い亜硝酸イオン濃度が測定された P.mirabilis 

(PM-4) の5時間インキュベーション時点での値は

2.662μMで，当初加えられた硝酸イオン量が3,570

μMであったことを勘案すれば，その約 75％が亜硝酸

に還元されたことになる．

2. 模擬感染尿の変異原性試験

尿路感染起炎菌の介在により予想される尿の変異原

性変化がAmestestにより検出できるか否かを確認
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する目的で，予試験的に喫煙者および非喫煙者の尿に，

3種の尿路感染症起炎菌 (E.coli, S. marcescens, P. 

aeruginosa)をそれぞれ播種し増殖させた模擬的な感

染尿を作製し， membranefilterにて除菌濾過し，得

られた清澄な尿についてその変異原性を調べる実験を

行った．これまでの報告から，ヒト尿の変異原性は，

代謝活性化系 (S9-mix)を加えた試験系でよく検出さ

れていることから，本実験の変異原性試験はS9-mix 

を加えた条件下でのみ行った．その結果がFig.2であ

る．細菌感染による尿の変異原性は非感染尿の場合に

比べ， S.marcescensや P.aeruginosaの感染で約

20~80％の変異原性の増加が観察された．しかし， E.

coliによる感染では非感染尿より約60~80％低い変

異原性が検出される結果となった．非喫煙者尿を用い

た実験でも TAIOOによる試験系ではこの傾向がみら

れた (99％低下）．

Fig. 3 (A)および3(B)は変異原性の増強が見られ

たS.marcescensおよびP.aeruginosaを作用させた

喫煙者尿および菌を作用させていない対照尿の変異原

性について，その用量ー反応関係を示したものである．

変異原性試験に用いる尿濃縮物の溶液量を 20'"'-'160

μ1（原尿4~32mlに相当）まで変化させその変異体数

の変化を調べたが， この範囲では両者ともほぼ直線的

な比例関係を示し，また菌を作用させた尿の方が対照

尿より高い活性を示した．この結果は，少なくとも感

染菌の作用により新しい変異原物質が追加的に生成さ

れた可能性を示唆している．また両者とも試験菌に対

する致死作用は調べた濃度範囲では認められなかった．

3. 亜硝酸で処理された尿濃縮物の変異原性

尿路感染症患者から分離された細菌の硝酸還元能に

関する以上の実験結果から，多くの尿路感染症起炎菌

が硝酸を亜硝酸に還元する能力を有していることが判

明した．そこで，ヒト尿の中に存在する種々多様な化

学物質と亜硝酸との反応生成物がいかなる変異原性を

示すかを知る目的で， WHOが提唱した方法5)しこ準拠

し，尿濃縮物に亜硝酸ナトリウムを化学的に作用させ

る実験を行った．最初に， XAD-2樹脂による吸着濃縮

法を用いて得られ喫煙者尿の尿濃縮物に 40mMの亜

硝酸ナトリウムを， pH3の条件下で反応させ，その変

異原性の変化を調べた．その結果が， Fig.4である．原

尿5ml相当の尿濃縮物単独では，いづれの試験系でも

50 revertants/plate以下であるが，亜硝酸処理により

尿濃縮物の変異原性はいづれの試験系でも顕著な増加

が観察された．とくに，ーs9の試験系すなわち代謝活性

化を行わない試験系で高い変異原性が検出され，いわ

ゆる direct-actingmutagenが亜硝酸処理によって生

成することが明白に示された．この尿濃縮物の亜硝酸

処理により生成したdirect-actingmutagenの活性は，

尿濃縮物単独での活性にくらべTA98では約120倍，

TAlOOでも約10倍強力な変異原活性を示した (Fig.
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Fig. 2 Effect of nitrate-reducing bacteria on the mutagenic activity of smokers'and non-smokers' 

urine after 72 hr of incubation. The pooled urine (100 ml) from smokers or non-smokers was 

incubated for 72 hr at 37℃ with or without the addition of bacteria (105 cells/ml) in Vogel-

Bonner medium E containing 2% glucose (pH 7.2). After incubation, the mixtures were 

concentrated by adsorbing mutagens to an XAD-2 resin colimn as described in Materials and 

Methods. Each concentrate equivalent to 40 ml of original urine was assayed for mutagenic 

activity to Salmonella strains T AlOO and T A98 in the presence of S9-mix. Activities are 

shown as the number of revertants per plate. 
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4)．次に，この変異原物質生成に及ぼすpHの影響を調

べたところ，この生成反応の至適pHは4.0付近にあ

ることが確認された (Fig.5)．いずれの試験系でも，

pH4での反応生成物が最も高い変異原性を示し，

pH4から離れるに従ってその生成量は減少してくる

ことが観察された．しかしながら， TA100-S 9の試験

系では，ヒトの尿の生理的pHの範囲である

pH 4. 7,___,8の条件下でも有意の変異原性（自然復帰変

異体数の 2倍以上）が検出され注目された．この変異

原物質の生成速度ならびにその安定性をみるために，

尿濃縮物に亜硝酸を加えた溶液をpH4, 37℃の条件

下でインキュベーションを行い，経時的に反応液の変

異原性の変化を 8時間にわたり追跡した．その結果は

Fig. 6に示されるように TA100-S 9での試験成績で

見ると，亜硝酸を添加して最初に採取した30分後の試

料の変異原性が最も高く，それ以降は徐々に減少する

傾向を示し， 8時間後の活性は， 30分後の活性に比べ

約 50％低下した．

4. 一般健康成人の尿濃縮物の亜硝酸処理による変

異原性の変化

尿濃縮物に亜硝酸が作用して direct-acting 

mutagenが生成されることの普遍性をみるために，一

般の健康な成人男子（喫煙者14名，非喫煙者6名）か

ら採取された尿の濃縮物を，pH6の条件下で亜硝酸処

理しその変異原性変化を最も感度良く検出できる

TA 100-S 9の試験系で調べた．その結果がFig.7で

ある．すべての検体において亜硝酸処理による変異原

性の上昇が認められたが，その上昇率は1.3倍 (sub-

ject No 15)から 53倍 (subjectNo 14)と大きな個人

差が見られた．原尿の変異原性を平均値土標準偏差で

みると喫煙者群で100.7土72.4 revertants/100 ml尿，

非喫煙者群で105士70.9 revertants/100 ml尿と両群

300 

200 

。。
ー

a
1
e
1
d
/
5
1
a
e
μ
g
品

-----や--------------

o ユ”乙”,0‘‘‘¢”此'‘‘乙骨乙9‘乙‘

p---

200 

。。
ー

3l11Id/SlUllμU31f 

(A) 

0 4 8 

。

--.0--・ -Bacteria (control) 
● +S. marcescens 

16 32 (ml of original urine) 

(B) 

----£) -------------
一
-----

--0-- -Bacteria (Control) ． + P. aeruginosa 
0 4 8 16 32 (ml of original urine) 

Fig. 3 Dose-response curves for mutagen formation in the smokers'urine after 72hr of incubation 
with nitrate-reducing S. marcescens (A) and P. aeruginosa (B). Treatments and assays were the 

same as described in Fig. 2, except that varying amounts of samples were assayed in the case 

of smokers'urine. Assays were performed with T AlOO in the presence of S9mix. 
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間に差は見られなかった．しかし亜硝酸で処理するこ

とにより，喫煙者群で358.6土119.7 revertants/100 

ml尿，非喫煙者群で288土151.6 revertants/100 ml 

尿と，いずれの群もそれぞれ原尿の変異原性に比べ有

意な上昇を示した (Wilcoxonsigned-rank test, p < 

0.05)．個人間の上昇率でみると，非喫煙者では

1.3~9.8 倍であったのに対し，喫煙者では 1.7~53 倍

と非喫煙者に比べ高い上昇率を示す傾向が見られ， 10

倍以上の上昇を示す人(No.11, 12, 13, 14)も見られ

た．亜硝酸処理後の変異原性をみると喫煙者群の方が

非喫煙者群に比べ70revertants/100 ml尿ほど高い

平均値を示したがその差は統計学的に有意なものでは

なかった (Wilcoxonrank-sum test)．また，亜硝酸

による処理前後の変異原性についてその相関関係を調
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Fig. 5 

The mutagen formation in the smokers'urine concentrate after 4 hr of incubation with sodium 

nitrite (40mM) at pH 3. The concentrate (equivalent to 125 ml of original urine) from pooled 

smokers'urine was incubated at 37℃ for 4hr at pH 3, with or without sodium nitrite (40mM) 

and reactions were stopped by the addition of ammonium sulfate. The samples were assayed 

for mutagenic activity to Salmonella strains T AlOO and T A98, in the presence or absence of 

S9 mix. Activities are expressed as the number of revertants per equivalent to 5 ml of original 

urine. Black and white bars represent the mutagenic activities of urine concentrates incubated 
with or without sodium nitrite, respectively. 
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of revertants per equivalent to 5 ml of original urine. 
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べてみたが有意な関係は認められなかった (R=

0.009). 

考 察

膀脱腫瘍の危険因子の一つとして尿路感染症の既往

を示唆する疫学的調査研究の報告が1963年Wynder

ら56)によって出された．以来，尿路感染症の既往と膀

脱腫瘍との関係に関する疫学的調査研究が各地で実施

され，また一方では尿路感染症による膀脱腫瘍発症の

機序解明に関する多くの実験的研究がなされてきた．

治 慎

しかし，いまだにこの尿路感染症による膀脱腫瘍の発

症という因果関係は確証されたとは言い難い．

これまでになされた膀脱腫瘍に関する疫学的調査研

究の報告を概観してみると，尿路感染症既往者群の無

既往者群に対する相対危険度 (RR) は1.0..----.,4.9の範

囲であり，必ずしも強い関連性を示す結果ばかりでは

ないが，総じて尿路感染症の既往が膀脱腫瘍の発症に

関連していることを示唆する報告の方が多い．唯一，

Kjaerらが行ったコペンハーゲンでの調査22)では，

RRは1.0であり尿路感染症の既往と膀脱腫瘍の発症
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Time course of mutagen formation in the smokers'urine concentrate during 8 hr of incubation 

with sodium nitrite (40mM) at pH 4. Treatments and assays were the same as described in Fig. 

4, except that samples were taken at various intervals and then assayed . 
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incubated with or without sodium nitrite, respectively. 
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との間に関連性は認められなかったと報告している．

Kjaerらはその論文22)の中で，これまでの疫学調査に

は尿路感染症既往者の相対危険度を上昇させるような

情報の偏り (Bias)があるのではないかと指摘してい

る．即ち，膀脱腫瘍の初期時に尿路感染症を併発して

いる例が臨床的にしばしば経験されるところから，膀

腕腫瘍の初期段階であるにも拘わらず，併発している

尿路感染症のみを診断し，後年腫瘍が顕在化して始め

て膀脱腫瘍と診断している場合があるのではないか．

もしそういう例が調査対象者のなかに混在していると

すれば，尿路感染症と膀脱腫瘍発症との関連性はより

強められた結果となるであろうということである．こ

れと同様な意見は， Silvermanら45)による「膀脱腫瘍

の疫学」という最近の総説の中でも述べられている．

尿路感染症が膀脱腫瘍の危険因子の一つであることが，

広く一般に認められるためには，原因と結果の時間的

関係を明確に示す必要がある．しかし従来のような回

顧法 (Retrospectivestudy)による疫学調査では，正

確な情報収集にも限度があり，尿路感染が膀脱腫瘍の

発症より先行していたということを実証することはき

わめて難しいことと思われる．

もし，実験的に尿路感染症による膀脱腫瘍発症の機

序が解明出来れば，この因果関係を論ずる場合の有力

な証拠になると考えられる．尿路感染症は下部尿路系

の細菌感染によって起こり膀腕粘膜などに炎症を伴っ

ている場合が多い．したがってこれらの臨床的特徴を

ふまえ，膀脱腫瘍発症への機序に関する研究の焦点も，

細菌の持つ生化学的作用を中心に置いているものと，

炎症組織がもつ特異的な組織学的性質を重要視してい

るものとがある．後者の研究では，炎症を伴った組織

は正常組織と比較して発癌物質の発癌刺激を受けやす

＜癌の母地になり易いという見地に立ったものである．

尿路感染症による炎症組織が，癌の母地になり易いと

いうことであって，遺伝子に変異を起こさせる発癌物

質のような作用物質が存在していなければならない．

尿路感染症起炎菌である腸内細菌は本来周囲の物質

に対して多彩な代謝能力を有している．その中で，膀

脱腫瘍との関連から，注目すべき作用として，細菌が

有している Nitroreductaseによる硝酸の亜硝酸への

還元や{J-glucuronidaseによるグルクロン酸抱合体

の加水分解40)などが取り上げられてきた．なかでも発

癌物質であるニトロソアミン類の NO供与体の一つ

である亜硝酸の生成は，尿中に多量の硝酸塩と共にも

う一方の前駆物質であるジメチルアミン，ピロリジン，

ピペリジンなどの二級アミン類が存在していることか

ら最も注目されてきた48)．尿中の硝酸塩量は，食事の内

容に大きく影響を受けるが，硝酸塩の主たる供給源は

野菜である． Mizutaniら30)は， 73人の尿路感染症患

者， 47人の尿路感染症でない一般患者および25人の

一般健康人から採取した尿について，硝酸イオン量な

らびに亜硝酸イオン量を調査した．その結果によれば，

尿路感染症でない一般患者および一般健康人の尿中硝

酸イオン量は，それぞれ， 1510土1110μmol/ l, 1560士

760 μmol/lで，亜硝酸イオンは検出されていない．し

かし，尿路感染症患者73人のうち 18人 (25%）の尿

から亜硝酸が検出されその濃度は334士274μmol/ l 

であり，個々人の亜硝酸イオン量が，硝酸イオン量と

統計学的に有意の相関関係にあることから，亜硝酸イ

オンの生成量は，感染時前の尿中硝酸イオン量に依存

すると報告している．尿路感染症患者の尿中亜硝酸量

を測定した他の報告の中から，亜硝酸が検出された人

の割合をみてみると，イギリス Hickら12)の報告では

64%，フランス Ohshimaら37)の報告では48％であり，

日本における Mizutaniら30)の報告25％と大きな差

が見られる．もし尿路感染症起炎菌による亜硝酸の生

成が膀脱腫瘍の発症に関与しているとすれば，これら

の差は尿路感染症と膀脱腫瘍との因果関係を調査する

場合に，亜硝酸生成の有無に拘わらず，一律に尿路感

染症として取り扱うことには，問題があることを示唆

しており，その原因を探る必要がある．一般にグラム

陰性菌は硝酸還元能を有しており，グラム陽性菌では

硝酸還元能を有しないか，弱いといわれていることか

ら，調査地域あるいは調査施設などの違いによって，

尿路感染症患者の起炎菌の菌種あるいは菌株に偏りが

あるために上記のごとき差が出てきている可能性が考

えられる．

尿路感染症患者からは種々の菌が分離されるが，菌

種あるいは菌株の違いによる硝酸還元能の差異を検討

した報告は，きわめて少ない．そこで，九州大学医学

部附属病院の尿路感染症患者から分離された， 4種の

グラム陰性菌 (E.coli, P. aeruginosa, S. marcescens, 

P. mirabilis)および2種のグラム陽性菌 (S.epider-

midis, E. faecal is)，計6種の菌について，その硝酸還

元能を比較した．その結果，E.faecalisを除く 5菌種で

硝酸還元能が確認され，菌種間だけでなく，菌株間で

もその能力に大きな差がみられ，最大値と最小値との

間には約160倍もの開きがあった．硝酸還元能を有し

ないか，弱いとされているグラム陽性菌である E.

faecalisについては7株調べすべて陰性であったが，s.
epidermidisでは 4株中3株が，硝酸還元能を有して
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いた． E.coli, P. mirabilisについては，それぞれ13株

と4株について調べたがすべて陽性であり，高い硝酸

還元能が観察された (Table1). E. coliは，急性単純

性膀脱炎患者に最も高頻度に検出される菌種であり，

九州大学医学部附属病院泌尿器科外来での尿路感染分

離菌調査8)でも全体の 17.6％を占め最も高い検出率

となっている。因みに，同調査報告の中から今回調べ

た他の菌種の検出率状況を見てみると Enterococcus

属 17.3 %, P. aeruginisa 10. 3 %, Streptococcus属

9.2%, Proteus属 5.4 %, Serratia属 1.6%となって

おり，硝酸還元能を有しないEnterococcus属の高い

検出率が注目された．またこのEnterococcus属は，反

復する尿路感染症を起こしやすい慢性複雑性尿路感染

症が中心となる同施設の入院患者での尿路感染分離菌

調査では 19.6％と一番多く，外来で最も検出率の高か

ったE.coliは6.1％にとどまっていた．以上のことか

ら，尿路感染症患者の中には硝酸還元能を有しない起

炎菌による尿路感染症患者が，無視できない頻度で混

在していることが本調査研究によって明白にされた．

しかしながら，多くの起炎菌が硝酸還元能を有してお

り，中には添加した硝酸量の 60,,....__,70％を 3～5時間の

インキュベーションで亜硝酸に還元する強力な菌株が

存在していることも確認された (EC-13,PM-4 in 

Fig. 1). 

亜硝酸が二級あるいは三級アミノ化合物と酸性域で

容易に反応し，ニトロソ化合物を生成する事はかなり

以前から知られていたが，Suzukiら46)やCalmelsら2)

は，腸内細菌の中にはその酵素的触媒作用によって，

中性域でもニトロソ化反応を進行させる菌が存在して

いる事を実証している．尿路感染症患者の尿中ニトロ

ソアミンの分析は， 1972年Brooksら1)がガスクロマ

トグラフィー (GC)を用いて行い，尿1ml当たり 0.5

μmolものジメチルニトロソアミン (NDMA)が検出

されたと報告し大いに注目された．しかし，その後二

トロソアミン類の分析値にはartefactとしての誤差

が含まれている27)ことが判明し，分析法の改良が重ね

られた．現在最も信頼できる方法と言われているもの

は， GCをTEA(Thermal Energy Analyzer)装置に

連結させたものである．この装置を使った， Tricker

ら48)の，最近の報告では，尿中NDMA量は最高でも

一日尿当たり 18.9nmolであり， 1日尿を lLとして

計算すれば尿1ml当たりの NDMA量は， 18.9 pmol 

とBrooksらの報告値 (0.5μmol/ml)に比べると約

26000分の 1ときわめて微量なものになっている．

NDMA以外のジェチルニトロソアミン(NDMA)，ニ

トロソピロリジン (NPYR)，ニトロソピペリジン

(NPIP)の定量もこのGC-TEA装置を使って行って

いるが， NDMAの量と同レベルの量である． NDMA

をはじめとして，多くのニトロソアミンは強力な発癌

物質であり，尿路感染症患者からこれらのニトロソア

ミン類が検出されたということは，極く微量であると

はいえ，膀脱腫瘍発症のイニシエーターとして作用し

ている可能性を否定することは出来ない．しかし，最

近Lijinskyら28)は，ラットの膀脱内に NDMAや

NDEAなど15種のニトロソ化合物を注入し，その発

癌性を観察する実験を行ったところ， NDMA注入群

では，腎臓や肺に， NDEA注入群では，肝臓や食道に

腫瘍が発生し，膀脱には腫瘍の発生は認められなかっ

たという報告をした．この動物実験結果は，尿路感染

症による膀脱腫瘍の発症機序として最も高い可能性を

秘めていた尿路感染症起炎菌による亜硝酸の生成とそ

れに続く癌原性ニトロソ化合物の生成という考えを大

きく混乱させることになった．

そこでわれわれは，亜硝酸との反応生成物の中には

ニトロソアミン以外の癌原性物質も生成しているので

はないかと考え，感染尿の癌原性という観点から再検

討することにした．

一般に，発癌物質の検索には多くの労力と時間を必

要とするが，発癌物質のPrescreening法として，

Amesらは特別な工夫を施した Sallmonella菌による

変異原性試験 (Amestest)を開発29)した．以来，こ

のAmestestは多方面で利用され多くの成果をあげ

てきた．尿の変異原性については， Yamazakiら57)

が， XAD-2樹脂による尿中物質の吸着濃縮法を報告

して以来，喫煙や食事による変異原物質（発癌物質）

の摂取，あるいは有害化学物質への暴露指標として，

このAmestestによる尿の変異原性試験が有用であ

ることを示唆する多くの報告11)16)21)24)39)42)54)がなされ

てきた．

そこで，予備試験としてこのYamazakiら57)の方

法に準拠して，健康な成人男子からえられた尿に起炎

菌を接種し増殖させた模擬感染尿を作製し，その変異

原性試験を試みた．その結果， S.marcescensおよびP.

aeruginosaを感染させた尿にわずかではあるが，変異

原性の増強が観察され，感染菌の介在によって新たな

変異原物質が生成していることを示唆する結果が得ら

れた (Fig.2, Fig. 3 (A) & 3 (B)）．しかし， E.coli 

による感染尿では，逆に非感染尿より低い変異原性を

示す結果となり，本実験方法の中に尿中変異原物質の

一部を除去する操作過程が含まれているのではないか
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と考えられた．腸内細菌のなかには変異原物質を吸着

するものがあるという報告31)があることから，感染尿

では尿中の変異原物質の一部が菌体に吸着されている

可能性が最も強く疑われた．感染尿の変異原性を

Yamazakiらの前処理方法を用いAmestestで調べ

るには，感染尿中に混在している菌を除く処理は必要

不可欠であり尿中に生成された変異原物質の活性を定

量的に測定するには，他の実験系による検討が必要と

考えられた．

近年，アミノ化合物を含む飲食品や薬品を亜硝酸処

理し，その反応生成物を Amestestによって調べるこ

と7)10)33)36)38)4 7)49)52)が盛んに行われ，亜硝酸処理によっ

てニトロソアミン以外の変異原物質も生成されること

が判明してきた．そこで，WHOが提唱している標準的

な方法5)を用い，XAD-2樹脂で吸着濃縮された尿濃縮

物を亜硝酸で処理し，その反応生成物を Amestestで

調べ，変異原物質が生成しているか否かを検討するこ

とにした．その結果，著明な変異原性の増強が見られ，

その強い変異原性は代謝活性化の有無に拘わらず，ま

たTA98, TA 100いづれの試験菌でも認められた．と

くに注目されたのは， TA98, TA 100いづれの試験菌

でも代謝活性化を行わない試験系の方が，代謝活性化

を行った試験系より高い変異原性が認められたことで

ある．一般にヒトの尿の変異原性は，代謝活性化を行

った試験系で高感度に検出される 11)21)39)57)ところから，

尿中の変異原物質はPromutagenが主体と考えられ

てきた．前述した NDMAやNDEAなどのニトロソ

化合物も代謝活性化を必要とする Promutagenであ

り，本実験で検出された尿濃縮物の亜硝酸処理により

生成した変異原物質の主体は，従来注目されていた

NDMAやNDEAのようなニトロソ化合物ではない

と考えられた． この代謝活性化を必要としない変異原

物質，いわゆる direct-acting mutagenの生成は，

pH 4.0で最高となり，量的には少なくなるがヒト尿の

生理的pH範囲である pH4.7~8.0の条件下でも生

成することが確認された (Fig.4)．この変異原性が単

ー物質に因るもるなのかそれとも複数物質によるもの

なのか，現時点では不明であり今後詳細な検討をする

必要がある．一般成人男子の健常人20名の尿試料につ

いて同様な実験を行った結果でも，亜硝酸処理により

顕著な変異原性の増強がすべての試料で見られた．今

回の実験では 100mlの尿から得られた尿濃縮物に 40

μmolの亜硝酸イオンを作用させた．実際の感染尿で

は尿中物質はもっと希薄な濃度状態で存在しているが，

尿 100ml中40μmolの亜硝酸イオン量は，尿路感染

症患者の尿では考えられ得る量であり，本実験で示さ

れた新しいタイプと推定される direct-acting

mutagenの生成は尿路感染症患者の膀腕内でも進行

し得ると考えられる．このdirect-actingmutagenの

正体は現時点では不明であるが，本研究で示された亜

硝酸処理による変異原性の上昇率が非喫煙者群の尿よ

り喫煙者群の尿の方が高い傾向を示したという結果は，

喫煙由来の物質がこのdirect-actingmutagenの前駆

物質として関与している可能性を示唆している (Fig.

7)．また，これまでになされた日常飲食品の亜硝酸処

理で種々のdirect-actingmutagenが検出7)10)36)47)49)52) 

されており，飲食品由来のnitrosatablecompoundが

尿中に排泄されてきている可能、性も考えられる．

Ochiaiら35)は唇油の亜硝酸処理によって生成される

direct-acting mutagenとして 3-diazotyraminを同

定している．またFujitaら6)はこの3-diazotyramin 

を飲料水に混ぜラットに投与したところ，高頻度 (28

匹中 19匹）に口腔癌が発生したと報告している．

本研究によってはじめて明かにされた尿濃縮物と亜

硝酸との反応によって direct-actingmutagenが生成

するという結果は，尿路感染症によって従来考えられ

てきたニトロソアミン類とは異なる変異原物質（発癌

物質）が生成されることを示唆するものできわめて注

目すべき知見である．今後尿路感染症と膀腕腫瘍との

因果関係を追究する上からも，このdirect-acting

mutagenの正体を明かにし，その癌原性を検討してい

く必要があろう．

総 括

1.尿路感染症患者から分離された起炎菌の多くが，

硝酸を還元し亜硝酸を生成させる能力を有しているが，

硝酸還元能を有しない起炎茜も存在することが実証さ

れた．

2.硝酸還元能を有する起炎菌の菌種間でも，また

同一菌種の菌株間でも，その硝酸還元能には大きな差

が観察された．

3. ヒトの尿濃縮物に亜硝酸を作用させると，尿の

変異原性が著しく高まることを見いだした．

4. ヒトの尿濃縮物と亜硝酸との反応によって生成

された変異原物質の主体は，代謝を必要としない

Direct-acting mutagenであった．

5. Direct-acting mutagenの生成は， pH4で最高

値を示すが，ヒト尿の生理的pH範囲においても生成

することが明らかにされた．

6.本研究により，従来考えられていたニトロソア



306 加治慎一

ミン類とは異なる変異原物質（発癌物質）が尿路感染

症によって，膀腕内に生成されている可能性が強く示

唆され，膀脱腫瘍発症の癌原物質とう観点からも注目

される．
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