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紫色蓄尿バッグ症候群に関与する新しい色素の検出
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要 旨

紫色蓄尿バ ッグ症候群(PUBS)に イ ンジゴ青及び赤の色素が関与することは,以 前か ら知 られている

が,こ れ ら以外の色素の関与についての報告は今までにない.

我 々は,4例 のPUBS患 者 の蓄尿バ ッグすべてからインジゴ青及び赤のほかに3種 類の未知の赤色色

素 を分離 した.そ のうち1種 類は肉眼では観察で きず,紫 外線照射時にのみ認められた.イ ンジゴ青及

び赤 と未知の色素群の出現パ ター ンは,2例 において完全に一致 したが,他 の2例 においてはそれぞれ異

なっていた.

さ らに患者の尿か ら分離 した細菌 を用いて,イ ンジカン添加 アルカリ性培地(pH9)で 色 素産生の再現

を行った結果,80%以 上 の細菌がin vitroで 色 素を産生 した.色 素産生が著明であった検体1の 細菌(E.

coli,M.morganii,Enterococcus.sp.)は,す べ て インジゴ青 と赤双方の色素を同時に産生 したが,未 知の

3種 類の色素の産生をin vitroで 確 認することは,で きなか った.
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序 文

近年,医 療技術が進歩 し,入 院患者に膀胱内留

置カテーテルを挿入 し尿路 を安全に確保する例が

多い.し か し,カ テーテルの長期挿入は尿路感染

症を増加 させ,し ば しば蓄尿バ ッグ壁が紫色に着

色する,い わゆる紫色蓄尿バ ッグ症候群(PUBS)

へと発展することがある.

本疾患は,尿 路感染症 と慢性便秘が合併する際

に出現するといわれているが,1978年 にBarlow1)

らの最初の報告から,わが国を含め数例の報告2)～5)

があるにす ぎない.

この反応は,ト リプ トファン代謝物の研究から

(Fig.1)生 合成経路が提唱され,ト リプ トファンか

らインジゴ青(イ ンジゴ)お よびその異性体であ

るインジゴ赤(イ ンジルビン)の 生成過程につい

ては,す でに解明されている6).す なわち,ヒ トの

腸管内で トリプ トファンは,細 菌により有害なイ

ンドールに変換 され,そ のまま吸収 されて肝臓で

硫酸抱合後,無 害なインジカン(indoxyl sulfate)

として尿中へ排泄される.膀 胱内バルーンカテー

テルを挿入 された患者は,尿 路内に細菌が生息 し

ているケースが数多 くあ り,こ れ らの細菌により

インジカンは一旦,加 水分解 されインドキシルに

変換 されこのイン ドキシル2分 子が縮合 してイン

ジゴ青 となる.一 方,イ ンドキシルがさらに酸化

されてイサチンとな り,イ サチ ン2分 子が縮合 し

てインジゴ赤になる.こ れ らの色素がプラスチッ

ク製の蓄尿バ ッグに付着す るためにPUBSが 発

現すると考えられている.
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Fig. 1 Production process from tryptophan to indigo blue and indigo red

我々は,PUBSの 蓄尿バ ッグか ら赤紫色や紫色

に着色した色素成分 を抽出し,薄 層クロマ トグラ

フィー(TLC)で 青色色素と赤色色素を単離 した.

これ以外に,イ ンジゴ赤とは異なる2種 類の未知

の赤色色素や,紫 外線照射時にのみ出現する未知

の淡い赤色色素が検出 されたのでここに報告す

る.

材料 と方法

1. PUBS患 者:患 者4名 は永生病院における

長期入院者で1994年9月 か ら10月 の2カ 月間に

この現象を呈 した患者である.

2.　尿の生化学的検査

検査した尿は肉眼的観察後,尿 定性用試験紙(ウ

ロペーパー,UHAGS,栄 研)を 用いて生化学的検

査を行った.結 晶は,尿 を500G,5分 間遠心後,

沈渣を鏡検した.

3.　尿の細菌学的検査

尿は,生 理食塩水の10倍 希釈系列を作成 し,各

希釈液をDHL寒 天培地(栄 研),血 液 寒 天培地

(日水),馬 血液加 フェニルエ タノール寒天培地

(Difco,USA)に100μlず つ 接 種 し,37℃,24

時間培養した.発 育 したコロニーはグラム染色,

オキシダーゼ試験,カ タラーゼ試験 を行い,同 定

はAPI20E,(ビ オメリュー ・バイテック社,仏)を

用いた.細 菌数は104/ml以 上 を+++,102～103/

mlを++,101/mlを+で 表 した.

4.　蓄尿バ ッグの色素試料の調整

着色 した蓄尿バ ッグの色素をアセ トン(和 光純

薬)5mlで 洗浄 し,減 圧濃縮後クロロホルム(第 一

科学)0.3mlに 溶解させ,不 溶部 を除去 した.可 溶

成分を再び減圧濃縮 し,以後の試験用試料とした.

5.　薄層クロマ トグラフィー(TLC)に よる色素

の分離と同定

色素を分離するためにTLCを 行った.silica gel

G60F254(Merk,独)を 使用 し,展 開溶媒にはクロ

ロホルム:メ タノール(和 光純薬)20:1を 使用 し

た.一 方,各 色素成分の分取を目的に同一展開剤

を用いて調整用TLCを 行い,青 色色素および赤

色色素を単離 した.各 色素の部分を掻 き取 りクロ

ロホルムで抽出し,紫 外線分光光度計(日 立製作

所,U-3210)お よび電子質量分析計(日 本電子,

JEOLJMS-AX505WA)を 用いて分析 した.

測定条件は,イ オン化電圧70eV,加 速電圧3.0

KVで ある.な お,青 色色素の標品インジゴ青は

Shigma社(USA)を 使用 した.

6. in vitroで の色素産生の再現

患者の尿から分離 された各々の細菌を,梅木7)ら

の方法により,pH9に 調整 した0.3%イ ンジカン

加 トリプチ ックソイブロス(Difco,USA)30ml

の培地 に単独に接種 し,37℃,3週 間培養 した.培

養液全体の着色(赤 紫色か ら青色)が 一番顕著な

症例1に ついて,蓄 尿バ ッグと同様に色素の抽出
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Table 1 Clinical features and urinary findings of the 4 patients with PUBS

Table 2 Bacteria isolated from the urine of PUBS patients

を行いTLCを 用いて色素成分の同定を行った.

成 績

1.　患者の臨床像 と尿の性状

4患 者の臨床症状については,特 記すべ き事項

は見 られないが,高 齢の女性で,2例 に慢性の便秘

が認められた.尿 は混濁が強 く悪臭を呈 し,何 ら

かの尿路感染症が予測 された.尿 のpHは4例 中

2例 がアルカリ性 を示 し,3例 からは,沈 渣からア

ルカリ性の尿で出現することが多い リン酸アンモ

ニウム ・マグネシウム塩の結晶や,尿 酸アンモニ

ウム塩の結晶が認められた(Table 1).

2.　細菌学的検査

全患者の尿からグラム陰性桿菌を主体 とした複

数の細菌が分離された(Table 2).

3.　蓄尿バ ッグから抽出された色素の色

蓄尿バ ッグから抽出された色素はどれも濃い紫

色であった.

4.　色素の分離,同 定

TLCを 用いて分離 した結果,4検 体 とも青色と

赤色の二種類の色素が分離された.青 色色素のRf

値 は0.54～0.61,赤 色 色 素 のRf値 は,0.37～0.41

を示 し,イ ンジゴ青標品のRf値 は0.68,0.62を 示

した(Fig.2).

青色色素 とインジゴ青標品のRf値 に差がある

ため,両 者を混合 して再びTLCを 行った結果,同

一スポットとして分離された(デ ー タ未掲載) .し

たがって前者はインジゴ青 と同じ物質 と推察され

た.し かし,Fig.2で は試料の量が少ないため精査

を行 う目的で帯状に色素 をスポッ トしてTLCを

行った.

4試 料 ともFig.2と 同様に青色色素(A)と 赤色

色素(B)の2種 類 の色素が分離 されたほか,1

感染症学雑誌 第77巻 第1号
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の検体では赤色色素よ りもRf値 の低 い2種 類の

未知の赤色色素(C,D)が,2と4の 検体でも同

様の赤色色素(D)が1種 類検出された.ま たこれ

らの色素よりさらにRf値 が低 く,紫外線照射にの

Fig. 2 Thin layer chromatogram (spot analysis) on

silica gel of pigments obtained by urine bag in 4 pa-
tients

み 出現 す る淡赤 色の色素(E)も2,3,4の 検 体 で検

出 された(Fig.3).未 知 の色 素群 の出現パ ター ン

は,検 体2と4で 完 全 に一致 したが,検 体1と3で

は,そ れぞれ異 な っていた.

さ らに検体1か ら単 離 した青色 色素 のUV-可

視 スペ ク トルは λmax 604.8nmに,特 徴 的 な極大

吸収 を示 し,本 吸収 は標 品の イ ンジゴ青 とほぼ同

一の スペ ク トルが得 られた(Fig .4).こ れ らの結 果

か ら,青 色色素 は イ ンジゴ青 と考 え られた.

一 方
,単 離 した赤色色 素 は,λ-max 540.4nmに 特

徴 的な極 大吸収 を示 し,青 色色 素の吸収 とは明 ら

か に異 な っていた(Fig.5).そ こ で本物 質 を同定 す

るためにEI-Massス ペ ク トル分析 を行 った(Fig.

6上).本 物 質の分子 イオ ンピー クは,(M+イ オ ン)

m/z262を 与 え,そ の他 の主要 な フ ラグ メ ン トイ

オ ンとしてm/z234(M+-CO),m/z205(M+-CO-

HCO),m/z179,m/z151,m/z131,m/103を 示 し

た.

同様 に,標 品の イ ンジゴ青 の,EI-Massス ペ ク ト

ラム(Fig.6下)は 分子 イ オ ンピー ク として,m/

z262を 示 し,両 者 はRTが 酷 似 して い る こ とか

ら,分 子量 は262,分 子 式C16H10N2O2で あ る と考

Fig. 3 Thin layer chromatogram (streak analysis) on silica gel of pigments obtained

by urine bag in 4 patients

平成15年1月20日
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Fig. 4 UV-visible spectrums of the blue pigment

from a patient and indigo blue authentic specimen.

え られた.

5.　in vitroで の 色素産生 の再現

検 体1と4のPseudomonas aeruginosaと 検 体4

のProteus mirabilisの3株 を 除 くすべ ての グラ ム

陰性 桿菌 とEnterococcus sp.(13株)は,pH9の ア ル

カ リ性 イ ンジカ ン添 加液体培 地で色素 を産生 した

(色素 産生率81.3%).特 に 色素産 生が著明 な検体

1の3株(Escherichia coli,Morganella morganii,En-

terococcus sp.)の 色 素 をTLCで 調 べ た結果,3菌 種

ともにす べて青色 色素(イ ンジゴ青)と 赤色色素

(イ ンジゴ赤)の 双方 を産生 した(デ ー タ未掲 載).

考 察

今回我 々は,着 色 した蓄尿バ ッグか ら色素抽出

を行い,薄 層 クロマ トグラフィー,紫 外線分光光

度計,電 子質量分析計を用いて青色色素をインジ

ゴ青,赤 色色素をインジゴ赤 と同定 した.こ のほ

かに紫外線照射時にのみ出現する色素を含み,3

種類の未知の赤色色素 を確認 した.各 々の未知の

色素の出現パターンは,2検 体で完全 に一致 した

が,残 りの2検 体ではそれぞれ異なっていた.こ

れは,患 者により尿から検出される細菌が異なる

ためと考えられた.こ のことを確認するために,

Fig. 5 UV-visible spectrum of the red pigment from

a patient.

尿か ら分離された細 菌を用いてin vitroで の色素

産生実験 を行った.し か し,蓄 尿バックに比べ色

素の産生量が少 な く,Fig.3の ように帯状 にス

ポ ッ トしてTLCを 行うほどの試料を得ることが

で きなかった.そ のためインジゴ青及び赤の色素

の産生は確認で きたが,未 知の赤色色素の産生は,

確認で きなかった.従 って,個 々の細菌がどの未

知の色素の産生 に関与 してい るかは不明であっ

た.し か し,これ らの未知の色素が今回検討を行っ

た4検 体すべ てか ら検 出されたこ とか ら,蓄 尿

バ ックの着色にインジゴ青,イ ンジゴ赤以外の複

数の色素が関与 している可能性が示された.

今回,尿 か ら分離された細菌を個々にpH9の イ

ンジカン入 り液体培地に接種 してin vitroで色素

の再現を行った.我 々が経験 した4例 のうち,尿

中pHが9を 示したものは1例 のみであったが,

この症例 を含め3例 の沈渣からアルカリ性の尿か

ら検出されることが多いリン酸アンモニウム ・マ

グネシウ結晶や尿酸アンモニウム結晶が認められ

たこと,蓄 尿バ ッグ内にたまっている尿のpHが

すべて9前 後を示 したこと,梅 木3)もpH9の イン

ジカン添加培地で色素産生 を再現 していることな

どか ら色素産生実験 をpH9で 行った.当 初,イ ン

ジゴ青 または赤は別々の細菌が個々に産生するの

ではないか と考えたが,こ の実験で色素を産生す

る菌種は,イ ンジゴ青び赤の双方を同時に産生 し

ていることが判明 した.Hart8)ら も,E.coliにRho-

感染症学雑誌 第77巻 第1号
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Fig. 6 EI-Mass spectrum of the red pigment (top) from a patient and authentic indigo

blue (bottom).

a

b

dococcusのDNAを 組 み込み,色 素 産生 を再 現 し,

イ ンジゴ青及び赤 の双 方の産 生 を確認 してい る.

Dealler6)ら は,7.9mMの イ ンジ カンを添加 した

寒天培地 に150株,41菌 種 の臨床か ら分離 された

細菌を接種 し,イ ンジゴの産生 を調べ てい る.色

素 が 産 生 さ れ た も の は,Providencia stuartii 17株,

Enterobacter agglomerans, Klebsiella pneumoniae

各 々1株 の3菌 種19株 の み で あ っ た(色 素 産 生 率

12.7%).

我 々 は,ほ ぼ 同 じ 濃 度 の イ ン ジ カ ン を 液 体 培 地

平成15年1月20日
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に添加 し,培 養を3週 間と長 く続けた結果,PUBS

の患者か ら分離された7菌 種,16株 の細菌中6菌

種13株 から色素産生が高率 に再現できた(色素産

生率81.3%).こ の結果から,in vitroにおける色素

産生の再現には,寒 天培地よりも長時間の培養が

可能な液体培地が適することが判明 した.

特定の疾病 との関連 については,小 児のblue

diaper syndrome9)で 知られている,腎 石灰症 とイ

ンジカン尿を特徴 とする家族性高カルシウム血症

や回腸導管造設術後10)にPUBSが 出現するとの報

告がある.そ の他,晩 発性皮膚ポルフィリン症11),

クローン病,白 血病12)の患者の尿から,イ ンジゴ青

とインジゴ赤を分離 したとの報告 もある.Blanz12)

らは白血病の患者の尿か らインジゴ青およびイン

ジ ゴ赤 を高分解 能Massス ペ ク トルお よび1H-

NMRの 双方か ら同定 した.こ れ らの結果と我 々

の得たEI-Massス ペク トルは完全に一致 した.

なお本論文の要旨は,第69回 日本感染症学会総会学術

講演会で報告した.
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Detection of New Pigments Related to Purple Urine Bag Syndrome

Yoko YANAGAWA1)3), Takao ANDOH2) & Tadakatsu SHIMAMURA3)
1)Departments of Clinical Laboratory and2) Internal Medlcine

, Eisei Hospital
3)Department of Microbiology and Immunology

, Showa University School of Medicine

It is well known that participation of two kinds of pigments, indigo blue and indigo red, are con-

cerned with purple urine bag syndrome (PUBS).
However, there is no research which describes the participation of other pigments. We sepa-

rated three new kinds of red pigments, other than indigo blue and indigo red, from four patients with

PUBS. One of the pigments was not visible to the naked eye and appeared only when an ultraviolet

ray was irradiated. The appearance patterns of indigo blue, indigo red and the three new red pig-

ments were in complete agreement in two cases, but differed in the other two cases.

Moreover, bacteria isolated from the urine were cultured in an indican-added alkaline liquid me-

dia (pH9), 80% or more bacteria produced purple pigments. In case 1, from deep-colored pigments,

each bacterium produced both indigo blue and indigo red, although new pigments could not be ob-

served in the in vitro media.
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