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序 言

死 体 の変 化 は生 活現 象 とい ち じる し くこ とな るか

ら,組 織 の物 理 的 お よ び化 学 的 な らび に 生物 学 的 状

態 の 死 後 に お け る変 化 を追 求 す る ことは 法 医学 上 重

要 な 問 題 の一 つ で あ る.

死 体 に お こる化 学 的変 化 は広 義 の酵 素 作用 に よ る

Autolyseな らび に 細菌 の 作 用 に よ るFaulnisお よ

びVerwesungで あ るが,組 織 細 胞 中 に存 在 す る分

解 酵 素 は,死 後 に お いて 固 有 の臓 器 に,つ いで 近 隣

臓 器 に作 用 して これ らを分 解 す るに い た る もの で あ

る.

この よ うな,組 織 中 に お け る酵 素 の死 後 消 長 を検

す る こ とに よ つて 臓 器 組織 の腐 敗 の 進 度を は か り,

ひい て は死 後 経 過 時 間推 定 に資 せ ん とす る こ ころみ

が,き わ めて 興 味 あ る ことを1952年 著 者 は す で に示

唆 した が1),そ の後 四 方2)は1954年 急 性 死屍 肝 臓 の

Histidin-desaminase作 用 に つ き,つ いで1955年 四

方3)は ヒ ト筋 肉のCarnosinaseに つ き,ま た 何 川

ら4)は 空 気栓 塞 死 させ たイ ヌの心,肝 お よ び横 紋筋

のSuccinic Dehpdrogenaseに つ き, 1957年 柚 須5)は

交 通 事 故 死 した ヒ トの 脳,肝,心,腎 お よび筋 の

Quinine, Acridine, Aldehyde, Xanthine, Snccinic

お よ びPyruvate Dehydrogenaseに つ き, Camps6)

は彼 の 「死 亡 時間 の 確認 」 とゆ う綜 説 の な かで 肝 臓

のGlucose hexose isomerase, Glucose 6-phosphatase

お よ びPhenyl-phosphataseに つ いて の べ,そ れ ら

作 用能 の 死 後 に おけ る消 長 に つ いて の研 究 が お こな

わ れ て死 体臓 器の 化学 的 変 化 を酵 素 学的 に追 究 しよ

う とす る ここ ろみ が よ うや く 注 目 され るに い たつ

た.

著者 は死 後 にお け る化 学 的変 化 で あ る 自家 融解 現

象 に もつ と も関 係 の ふ か いCathepsinの 死 後消 長

と その 他 の関 聯酵 素 との 関係 を み るため に 基礎 実 験

と して 蛋 白分 解 酵 素 の 一 つで あ るPapayotinお よ

び澱 粉分 解 酵 素で あ るTaka-diastaseを もちい て調

製 せ る各 酵 素 液の 経 時 的 消長 に つ いて 研究 をお こな

い,つ いで,イ ヌ肝 臓 か ら抽 出 した酵 素液 につ い て,

そ のCathepsin, Amylaseお よ びPhosphatase各

作 用 が,ま た イ ヌ骨 か ら抽 出 した酵 素 液 につ い て そ

のPhosphatase作 用 が 逐 日的 に い かな る消 長を し

め すか を し らべ,さ らに ウサ ギ脳,肺,腎,肝 お よ

び大 腿 筋 のAmylase作 用 が,夏 期,春 秋 期 な らび

に冬 季 の各 時 季 に お いて,経 時 的 に いか な る消長 を

しめ す か につ い て実 験 を お こな つ た ので 報告 す る.

第1編　 Papayotinお よびTaka-diastase各 酵素 液 に

おけ る基質分 解能 の経 時的 消長 につ いて

緒 言

臓 器 か らの 抽 出酵 素 液 のCathepain作 用 お よ び

Amylase作 用 が 経時 的 にい か な る消長 を しめ す か

の基 礎 実 験 と して,蛋 白分解 酵 素 で あ るCathepsin

と同 型 に 属 す る結 晶蛋 白酵 素 で あ るPapayotinな

らび にAmylase作 用 を もつ てい る麹 菌製 剤 で あ る

Taka-diastaseを も ちい,こ れ ら両 酵 素 をglycerol

waterお よ び単 にwaterで 抽 出 し,そ れ らに, Papa

yotinな らび にTaka-diastaseの 至適緩衝液を それ

ぞれ単独に,お よび両緩衝液を混合 して くわえて各

種酵素液を調製 し,経 時的に孵卵器内よ りとり出 し

て基質分解能の消長を しらべた.

実験材料並びに実験方法

PapayotinはMerck製Papayotin 80倍 末 を,

 Taka-diastase(以 下Diastaseと 略 記 す る)は 三 共 製

Taka-diastase末 を,緩 衝 液 はSorensenの 燐 酸 塩
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緩 衝 液 を 使 用 してPapayotinで は 至適pAを5.3

に, Diastaseで はpH 4.9に 調 製 して も ち い,基

質 はPapayotinで は2% gelatine液 を, Diastase

で は2%可 溶性 澱粉 溶 液 を 使 用 した.

酵 素 液 は表1の よ う につ ぎ の6種 類 にわ け て調 製

した.

1)Papapotin 1gを 各20m1のglycerolお よび

waterで 抽 出 し,そ れ にPapayotinの 至 適 緩

衝 液10mlを 加 え た もの(以 下GPと 略記 す

る)

2)Diastase 1gを 各20mlのglycerolお よ び

waterで 抽 出 し,そ れ にDiastaseの 至適 緩 衝

液10mlを 加 え た も の(以 下GDと 略記 す

る)

3)Papayotinお よびDiastase各1grを 各15ml

のglycerolな らび にwaterで 抽 出 し,そ れ に

Papayotinお よ びDiastaseの 各至 適 緩 衝 液 そ

れぞ れ10mlを 加 え た もの(以 下GP+Dと

略記 す る)

4)Papayotin 1grをwater 40mlで 抽 出 し,

それ にPapayotinの 至 適 緩 衝 液10mlを 加 え

た もの(以 下WPと 略記 す る)

5)Diastase 1grをwater 40mlで 抽 出 し,そ

れ にDiastaseの 至 適緩 衝 液10mlを 加 え た も

の(以 下WPと 略 記 す る)

6)Papayotinお よびDiastase各1grをwater

 30mlで 抽 出 し,そ れ にPapayotinお よ び

Diastaseの 各 至 適 緩 衝液 それ ぞ れ10mlを 加

え た もの(以 下WP+Dと 略記 す る)

実験 は以 上 各調 製 酵 素 液 を孵 卵 器 内(37℃)に い

Tab1.•@ Preparation of enzyme solutions

れ て,直 後 お よ び6, 12, 24, 48, 72, 96, 120な らび

に144各 所 定 時 間 後 に と り出 し,そ の と り出 した酵

素 液1ml(GP+D群 お よ びWP+D群 は2ml),

緩 衝 液2ml(GP+Dお よ びWP+D両 群 で は

Papayotinな ら び にDiastaseの 各 至 適 緩 衝 液 を

そ れぞ れ2mlづ つ,計4mlを 使 用)お よ び 基

質5ml(GP+Dお よ びWP+1)両 群 で はgelatine

液 な らび に澱 粉 液 を そ れ ぞれ5mlづ つ 計10ml使

用)を 試 験 管 に分 取 混和 し, 2群 に わか ち, 1群 は

た だ ち にErlenmeyer flaskに うつ してPapayotin

実験 で は約5分 間煮 沸, Diastase実 験 で は10%苛 性

曹 達 液 を くわ え て 各酵 素 作 用 を 停 止 せ しめ, Papa

yotin実 験 で はKjeldahl法 で 窒 素 量(RN量)

を, Diastase実 験 ではBertrand法 で葡萄糖 生成量

を もとめ(表2で は滴定値aで しめされている),

ついで分取,混 和 した他の1群,す なわち酵素液,

緩衝液および基質 の各混和 液をさらに孵卵器内に6

時間置いたの ち,煮 沸あ るいは苛性曹達溶液添加に

よつて それぞれ酵素作用を停止 させて測定 したRN

量あるいは 糖量(表2で は滴定値bで しめ されて

いる)と の差(a-b)を もつて,各 所定 時間におけ

るPapayotinお よびDiastaseの 基質分解能(作 用

能)と した.
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実験成績および考察

1. Papayotin酵 素液における基質分解能 の経時

的消長 について(表2)

Papayotin酵 素液は上述のよ う にGP, WP, GP

+Dお よびWP+Dの4種 で あつ て,滴 定値で表

現 され て い るPapayotinのgelatine分 解能 はGP

では直後値は2.2で あるが, 6時 間値 は1.1, 12

時間値 は0.9, 24時 間値 は0.7と 漸減す るが, 144

時間値はなお0.2と 基質分解能を存 してい るのにた

いし, WPで は直 後値 が1.2でGPの 直後値の約

1/2で あり, 48時 間値で はすでに0.1に 低下 し, 120

時間値以後は基 質分解能 の消失がみ られ る. GP+D

およびWP+Dは ほぼ類似の消長(wP+Dの 方が

CP+Dよ りも基質分解能 の低下が 若干 はやい)を

しめ し, 120時 間値までは基質分解能を存す るが,

 144時 間 値 で は まつ た く消失 して い る.

す な わ ち, PapayotinはPapayotinを 単 独 に

glycerol-waterで 抽 出 した 場 合 に は144時 間 孵 卵器

内 に 置 いて もなおgelatine分 解 能 を 有 して い るの

に, waterの みで抽 出 した 場 合 に はす で に120時 間

でgelatine分 解 能 が 消失 し, FapayotinにDiastase

を 等量 くわ え てglycerol-waterお よ びwaterそ れ

ぞ れ抽 出 して 孵 卵 器 内 に 置 い た場合 に は,と もに

144時 間 でgelatine分 解 能 が 消失 した.

PapayotinにDiastaseを くわ え た 酵 素 液 に お い

て基 質 分解 能 が は や く消失 す るの はい か な る原 因 か

明 瞭 に はわ か らな い が,他 の酵 素 との 混和 に よつ て

酵 素活 性(基 質 分解 ま たは 生 成 能)が 増 加 す る た

め,あ る一 定 の 時 期 が くる とは や く活 性 が 消 失 す

る の で あ ろ う とか んが え る な らば, Papayotinの

基質 分 解能 がDiaataseの 附 加 に よ り促 進 され るた

Tab. 2. Decays of the proteolytic activity of papayotin with the time elapsed
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め144時 間後には消失す るのであ ろう.こ の ような

こ とはPapayotinと 類似 の蛋 白分解酵素 で あ る

TrypsinがAmylaseに よつて相互 にその作用が促

進 され る7)こ とか らもかんがえ られない ことで はな

い.

2. Diastase酵 素液 における基質分解能 の経時的

消長 について(表3)

Diastase酵 素液は上述の とお りGD , WD, GP+

Dお よびWP+Dの4種 であつて,滴 定値で表現

されてい るDiastaseの 澱粉分解能 はGDで は直後

値 は0.45, 6時 間値は0.4, 12時 間値 は0.35, 24

時間値 も0.35と 漸減す るが, 144時 間値は0.15と

なお基質分解能 を存 しているのにたい し, WDで は

直後値は0.4でGDと あま り差はないが, 96時 間

値ではすでに0.05と 減弱 し, 120時 間以上 に なる

と完全に消失す る. GP+Dお よびWP+Dで はい

づ れ も直 後値 は0.55お よび0.8とGDの それ よ

り大 で あ る が, 6時 間値 で は す で に激 減 し,以 後 ほ

ぼ漸 減 の傾 向を しめ すが,す で に72時 間 値 以 後 は両

者(GP+Dお よ びWP+D)と も 基 質 分 解能 は消

失 す る.

す な わ ち, DiastaseはDiastaseを 単 独 にglycerol

waterで 抽 出 した 場 合 に は144時 間孵 卵 器 内に 置 い

て もな お澱 粉 分解 能 を 有 して い るの に, waterの み

で抽 出 した 場 合 に は120時 間で 澱 粉分 解 能 が 消 失 し,

さ らにDiastaseにPapayotinを 等 量 くわ えてgly

cerolwaterお よびwaterで そ れ ぞれ 抽 出 し て孵 卵

器 内 に 置い た 場合 に は,と もに72時 間 で澱 粉 分解 能

が 消失 した.

Diastaseの み をglycerol-waterで 抽 出 した 場合 に

お け る 澱 粉分 解 能 が孵 卵 器 内 で144時 間 を 経過 し

て もな お存 す る の に た い し て, Diastaseと 等 量の

Tab. 3. Decays of the saccharificating activity of Taka-diastase with the time elapsed
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Papayotinを 添加 した場合にすで に72時 間で消失す

るのはい かな る原因かわか らないが,前 述の ごとき

解 釈をゆるされ るな らば, Diastaseの 基質分解能が

Papayotinの 添加 により異常に促 進 されるため72時

間後には消失す るので あろうし,こ こで もTrypsin

とAmylaseが 相互にその作用を促進す る事実7)が

引用され るであ ろう.

結 論

基 礎 実験 と して, Papayotinお よびTaka-diastase

を も ちい,そ れ らの単 独 お よ び混 合 各 酵 素液 を37℃

の 孵 卵 器 内 に 置 き,直 後, 6, 12, 24, 48, 72, 96,

 120お よ び144時 間 後 に と り出 して, gelatine分 解 能

お よ び 澱粉 分 解能 を それ ぞ れ 検 し,つ ぎの結 果 を え

た.

1. Papayotinお よ びTaka-diastaseを 単 独 に

glycerol-waterで 抽 出 した 場 合 には, 144時 間 後 に お

い て も基質(gelatineお よ び 澱 粉液)分 解 能 を猶 存

し, waterの み で抽 出 した 場 合 に は,い づ れ も120

時 間 後 に は基 質 分解 能 を消 失 した.

2. Papayotinお よ びTaka-diastaseを 等 量 混 和

してglycerol-waterお よ びwaterで それ ぞ れ抽 出

した場 合 に は,い づ れ も144時 間 でgelatine分 解 能

を,ま た72時 間 で澱 粉 分解 能 を 消 失 した.

第2編　 肝臓 抽 出酵 素液 におけ るCathepsin, Amylaseお よび

Phosphatase各 作 用な らび に骨抽 出酵素 液 におけ る

Phosphatase作 用の逐 日的 消長 につ いて

緒 言

生体 内にある蛋白分解酵素の一つであるCathe

psinは, Pepsinあ るいはTrypainと ちがい消化液

中には存在せず,ほ とん どあ らゆる動植物組織 にふ

くまれて いる細胞内酵 素で あるが,動 物体 内では肝,

腎,脾 等 の 実質性 臓器 に もつ と も多 い8).ま た

Amylaseも また動植物界 にひろ く存在 する澱粉およ

び糖原の水解,合 成を触媒する酵 素で,動 物組織で

はAmylase分 泌臓 器であ る唾液腺,膵 のほか に,

肝臓9),心 筋10),筋11),腎12),白 血球13)のような代

謝の さかんな 部分に 多い.さ らにPhosphataseも

生物体内 に広汎に分布 してい る燐酸esterの 水解 お

よび合成 を触媒 する酵素で,と くに化骨,石 灰沈着,

代謝等に重要な生物学的意義を もつてお り,生 体 内

で は腎14),腸 管粘膜16),骨16),脾17)お よび肝18)等

に多 く分布 されている.

す な わ ち,肝 臓抽 出 酵 素液 中 に はCathepsin,

 Amylaseお よびPhosphataseが 存在 し,骨 抽出酵

素液 中には多量 のPhosphataseを ふ くんでい るが,

これ らの各酵素作用能 が孵卵器内におかれた酵 素液

中でいかなる消長を しめすかを,第1編 の基礎実験

とおな じよ うに,逐 日的に実験をお こなつた.

実験材料ならびに案験方法

実験 には体重10kg前 後の健常なイヌを もちい,

頸 部血管 切断によつて失血死 させ,肝 臓 を剔出 し,

生 理 的食塩 水で 充 分 洗滌 した の ち附 着 して い る水 分

や血 液 を 濾紙 で 除 去 し,秤 量(40g)後 乳 鉢で ほぼ

等 量 の 石英 砂 と と もに磨 砕 粥 状 と し,肝 の10倍 量 の

50% glycerol-waterを くわ え て 充 分 混和 し,濾 過

後,濾 液(酵 素液)をCathepsin, Amylaseお よ び

Phosphatase各 作用 を 検 す る た めの 各 単 独緩 衝液 加

酵 素 液(Ac, Aa, Apと 略記 しそ れ ぞ れ80mlづ つ)

と, Gathepsin, Amylase, Phosphataseの 各 至適 緩 衝

液 を 混 和 す る混 和 酵 素液(B)(100ml)と に わ け,

酵 素 液 と等量 の 各至 適 緩 衝 液 を くわ え た もの を37℃

の 孵 卵器 にお い て,各 所 定実 験 日(当 日, 1, 2, 3, 4,

 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15お よ び20日 目)に

と り出 してCatepsin, Amylaseな らび にPhospha

tase各 作 用能 を 検 した.

基 質 はCathepsin実 験 には2% gelatine溶 液 を,

 Amylase実 験 に は2%可 溶性 澱 粉液 を, Phosphatase

実験 に は1% Sodium glycerophosphate溶 液 を,ま

た緩 衝 液 はCathepsin実 験 にはSorensenのPhos

phate bufferをpH 5.3に, Amylase実 験 に は お

な じ くPhosphate buffetをpH 6.9に そ れ ぞ れ 調

製 し, Phosphatase実 験 に はVeronal-HCI bufferを

pH 9.0に 調 製 して各 使 用 し した.

作 用 能 は,各 所 定 実験 日に孵 卵 器 よ りと り出 した

一 定 の 酵 素液(単 独緩 衝 液 加 酵 素 液Ac
, Aa, Apと

混 合緩 衝 液加 酵 素液B)各6.0mlづ つ 試 験 管 に 分

取 し,こ れに 基 質(gelatineお よ び澱 粉 液 は各5.0ml,
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glycerophosphate液 は2.0ml)を それぞれ くわえ,

一はただ ちに各酵 素作用を停止 させ(a)
,他 はさら

に6時 間孵卵器 内に置いたの ち酵素作用を停止 させ

(b), Cathepsin実 験 ではKjeldahl法 によ り窒素量

(残余窒素量)を, Amylase実 験で はBertrand法

で還元性物質 をはかつ て 葡 萄 糖 量 を, Phosphatase

実験で はNeumann燐 酸定量法永富変法で燐酸量を

測定 したが,各 滴定値 に おける直後値(a)と6時

間作用値(b)と の差(a-b)を もつてCathepsin,

 Amylaseお よびPhosphataseの 作用能 をしめ した.

なお骨抽 出酵 素液の調製法 は,前 記失血死 させ た

イヌの大腿骨の骨端にちかい一部を鋸断 し,出 来 る

だけ細片 とな し, 10倍 量 のChloroform-waterに よ

つて室温で7日 間抽 出した ものを酵素液と し, 37℃

の孵卵器内に置き,所 定実験 日(当 日, 1, 2, 3,

 4, 5, 10, 20お よび30日 目)に とり出 して,一 定量

を2本 の試験管 に 分取 し,基 質glycerophosphate

溶液を くわえ, 1本 はただちに三塩化酢酸を くわえ

て酵素作用を停止 させ(直 後値),他 の1本 は さら

に6時 間孵卵器 に置い た の ち酵 素作用 を停止 させ

(6時 間値),上 述 の燐酸定量法 に よつ て 燐酸を定

量 したが,滴 定値において直後値(a)と6時 間値

(b)と の差a-bを もつ てPhosphatase作 用 能 を

しめ した.

実験成績ならびに考察

1.肝 臓 抽 出酵 素液 に お け るCathepsin作 用 の

逐 日的消 長 に つ い て(表4, 5お よ び6)

表4, 5お よび6は 同 一 実験 を3回 お こな つ た 成

績 で あ る が,肝 臓 抽 出液 にCathepsinの 至 適 緩 衝

液 の み を くわ え た酵 素液(Ac)お よびCathepsin,

 Amylase, Phosphataseの 各 至適 緩衝 液 を 混 和 し た

酵 素 液(B)に お け るCathepsinのgelatine分 解

能 は,表4, 5な らび に6に み られ る よ うに,ほ ぼ

逐 日的 に漸 減 を しめ す が, 20日 間 孵 卵 器 内に お い た

場 合 で もな おgelatine分 解 能 を 存 して い る.し か

しB酵 素液 で はAc酵 素液 に く ら べ,基 質 分 解

能 の 減 弱 がつ よ く, 20日 後 に お い て は,そ の ほ ぼ

1/2に 分 解 能 は減 弱 した.

す な わ ち, Cathepsinの 至適pHの 緩 衝 液 を く

わ え た酵 素液 で は 孵 卵器 内 に20日 間 置 い て も な お

gelatine分 解 能 を存 して い るが, Cathepsinの 至 適

緩 衝 液 の 他 に, Amylaseお よ びPhosphataseの 各

至 適 緩 衝 液 を 混 じ て い る 酵 素液 のCathepsinの

Tab. 4. Decays of the proteolytic activity of 

cathepsin with the time elapsed (No. 1)

gelatine分 解 能 がCathepsin至 適 緩 衝液 のみ を くわ

え た 場合 の 約1/2し か な か つ た わ けで,肝 臓 を

glycerol-waterで 抽 出 した 酵 素 液 中 に はCathepsin

の 他 にAmylaseやPhosphatase等 の各 種 の 酵 素 が

あつ て,そ れ らの 酵 素の 至 適 緩 衝 液 を くわ え る こと
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Tab. 5. Decays of the proteolytic activity of 

cathepsin with the time elapsed (No. 2)

によつてgelatine分 解能が減弱する と もかんがえ

られ るが,各pHの 緩衝液を混和す る こと に よつ

て,酵 素液中のpHがCathepsinに 至適 で な くな

るためにgelatine分 解 能の減弱度 が 大 に なると も

かんがえ られ る.

Tab. 6. Decays of the proteolytic activity of 

catheptin with the time elapsed (No. 3)

2.肝 臓 抽 出 酵 素 液 にお け るAmylase作 用 の 逐

日的 消 長 に つい て(表7, 8お よ び9)

肝 臓 抽 出酵 素 液 にAmylaseの 至 適緩 衝 液 の み を

くわえ た 酵 素液(Aa)お よ びAmylase, Cathepsin,

 Phosphataseの 各 至適 緩 衝 液 を混 和 した酵 素 液(B)
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Tab. 7. Decays of the saccharificating activity 

of amylase with the time elapsed

 (No. 1)

Tab. 8. Decays of the saccharificating activity 

of amylase with the time elapsed

 (No. 2)

におけるAmylaseの 澱粉分解能は表7, 8お よ び

9に み られ るように最初 からきわめて よわ く,し た

が つて孵卵器内におかれた場 合には短時 間で分解能

が 減弱 し, 4～5日 目にはすでに全 く消失 して しま

つた.

す な わ ち,肝 臓 をglycerol-waterで 抽 出 し,

 Amylaseの 至 適緩衝液を くわ え た 酵 素液 にお ける

Amylaseの 澱扮分解能 はきわめて よわ く, 37℃ の

Tab. 9. Decays of the saccharificating activity 

of amylase with the time elapsed (No. 3)

孵卵 器 内で は3～4日 で 消 失 し, Amylase以 外 の

Cathepsinお よびPhosphataseの 至適 緩 衝 液 を 混和

して も ほ とん ど 同様 の 成 績 で,他 の 緩 衝 液 の混 和

に よ る影 響 が み られ な かつ た が,こ れ は もと もと

Amylaseの 澱粉 分 解 能 が 減 弱 し て い る ため と 推 せ

られ る.

3.肝 臓抽 出酵 素 液 に お け るPhosphatase作 用

の逐 日的 消 長 につ い て(表10, 11お よ び12)

肝 臓 抽 出酵 素液 にPhosphataseの 至 適緩 衝 液 のみ

を くわ え た場 合(Ap)お よ びPhoaphatase, Amylase,

 Cathepsinの 各 至 適 緩 衝 液を 混 和 した 場 合(B)に

お け るPhosphataseのglycerophosphate分 解能 は,

表10, 11お よ び12に み られ る よ うに,ほ ぼ 逐 日的 に

減 弱す るが,孵 卵 器 内 にお か れた 場 合20日 目に お い

て もな お分 解能 を存 して お り,た だ 減 弱 の 度 合 は

Apの 方 がBよ り もや や 著 明で, Bの 減 弱度 は 緩 徐

であ つ た.

す な わ ち, Phosphataseの 至 適 緩 衝 液を 単 独 に ま

た は混 和 して肝 臓 抽 出酵 素液 に くわ え て孵 卵 器 内 に

置 い た場 合 に は,逐 日的 に減 弱 しな が ら も20日 目で

もな おglycerophosphate分 解 能 を存 し,そ の 減 弱

の 度 合はPhosphataseの 至適 緩衝 液 の み を 単独 に

くわ え た場 合の 方 が, Phosphataseの 他 に, Amylase

お よ びCathepsinの 各 至適 緩 衝 液 を 混和 添 加 した場

合 よ り も大 で あ つ た.そ の理 由 につ い て は分 明 に し

が た い が, Phosphataseは 活 性 簇 と担 持 簇 が ゆ る く

結 合 して いてpHの 変 化 等 に よつ て 容 易 に 解 離 す

る酵 素 で あ る か ら, Phosphatase, Amylaseお よ び
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Tab. 10. Decays of the esterificating activity of 

phosphatase with the tim elapsed

(liver extrakt)
No. 1

Cathepsinの 各 至 適pHの 緩 衝 液 を 混和 す る こ と

に よつ て, Phosphataseの 至適pH(9.0)の 緩 衝液

の み を くわ え た場 合 よ り も大 な る安定 度 を しめ す よ

Tab. 11. Decays of the esterificating activity of 

phosphatase with the time elapsed

(liver extrakt)
No. 2

う にな り,そ の た め にPhosphatase作 用能(glycero

phosphate分 解 能)に 差が あ るの で は な か ろ うか と

推 察 され る.
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Tab. 12. Decays of the esterificating activity of 

phosphatase with the time elapsed

(liver extrakt)

No. 3

4.骨 抽 出 酵 素液 に お け るPhosphatase作 用 の

逐日的消 長 に つ いて(表13)

孵 卵器 内に お か れた 骨抽 出酵 素 液 のPhosphatase

作用 能(glycerophosphate分 解 能)は,表13に み ら

Tab. 13. Decays of the esterificating activity of pbosphatase with the time elapsed (bone extrakt)
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れ る よ う に,逐 日的 に多 少 減 弱 す る が30日 目に お い

て もな おみ とめ られ る.こ の こ と はR. Robison19)

もBone phosphataseに つ い て の彼 の序 説 の な か で

触 れ,数 ケ月 間 もそ の 作 用 を消 失 しな い で い る との

べ て い る とお りで あ る.

結 語

失 血死 させ た イ ヌの 肝 臓 よ り抽 出 し た 酵 素液 の

Cathepsin, Amylaseお よ びPhosphatase各 作 用能

な らび に イ ヌの 大 腿 骨 よ り抽 出 した 酵 素 液 のPhos

phatase作 用 能 の 孵 卵 器 内 に お け る 消 長 を逐 日的 に

実 験 し,つ ぎの結 論 をえ た.

1.肝 抽 出酵 素液 のCathepsin作 用 能 は20日 目

で もな お み とめ られ,酵 素 液 に, Cathepsinの 至 適

緩 衝 液 の み な らずPhosphataseお よ びAmylaseの

各 至適 緩衝 液 を も混ず る とCathepsinの 作用 能 は

半 減す る.

2.肝 抽 出酵 素液 のAmylase作 用 能 は3～4日

で 消 失 す る.

3.肝 抽 出酵 素 液 のPhosphatase作 用 能 は20日

目で もな お み と め られ,酵 素 液 にPhosphataseの

至適 緩 衝 液以 外 に, Cathepsinお よ びAmylaseの

各至 適 緩 衝液 を も混ず る とPhosphataseの 作 用 能 は

つ よ くな る.

4.骨 抽 出酵 素液 のPhosphatase作 用能 は30日

目で もな お充 分 み とめ られ る.

第3編　 死体臓器組織抽出酵素液におけるAmylase作 用の

経時的消長について

緒 言

動物 組織における代表的な酵 素で あるCathepsin,

 Amylaseお よ びPhosphataseの な か で, Amplase

が もつ とも特異 な消長を しめす ことが基礎実験 の成

績 から判明 したので,肝 臓 だけでな く,他 の2, 3

臓 器組織 について も,死 後比較的みぢかい時間のあ

い だにAmyalse作 用能が興味ある消長を しめすの

ではないかと推察 されたで,あ るいはそれによつて

死 後経過時間推定の一に も資せんために本編の実験

をお こなつた.

実験材料ならびに実験方法

実 験 材 料 と して は2.5kg内 外 の 成 熟 健常 ウサ ギ

を 空気 栓 塞 死 させ,夏 季(28～32℃),春 秋 季(18

～23℃)お よ び 冬 季(1～5℃)の 各 時期 に,腐 敗

実 験 室 内に 放 置 し, 30分,1, 3, 6, 12, 18, 24, 36,

 48, 60お よび72時 間後 に所 定 の 各 ウサ ギ を開 腹 して,

それぞれ脳,肺,肝,腎 な らびに大腿筋の一部を無

菌的に剔 出切取 し,生 理的食塩水 で充分清浄 し,水

分や血液を可及的に除去 したのち秤量 し,乳 鉢にい

れ,臓 器の10倍 量のglycerol-water(1:1)を く

わえてMerck製 海砂 ととも に磨砕 し, tolueneの

重層下で37℃ 孵卵器内 で4時 間 自家融解 した の

ち, 0℃ の氷室内で1夜 抽出 し, Seitzの 濾過器を

もちいて吸引濾過 した液を5倍 量 の滅菌蒸溜水で稀

釈 し,こ れを酵素液 として実験に供 した.

す なわ ち,基 質には2%可 溶性澱粉溶液5.0ml,

上記の酵素液5.0mlお よびSorensenのphosphate

 buffer 5.0mlの 混合液を37℃ の孵卵器内に24時

間置いた のち,適 量 のphosphotungstic acidを く

わえて濾過 し,濾 液の一定量につ いて還元性物質を

Bertrand変 法で測定 し,こ れをglucoseと して あ

らわ し,他 方前記澱粉液あるいは酵素液のかわりに

同量の蒸溜水を くわえて盲験をお こない,本 実験の
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glucose量 か ら盲 験 値 を さ し ひ き,実 際 に澱 粉 が 酵

素 に よつ て 分 解,生 成 したglucoseの 量を も とめ,

これ を もつ て臓 器Amylase作 用 のつ よ さを しめす

こ と と した.

実験成績ならびに考按

1.臓 器 組 織Amylase作 用 能 にお ける 至適pH

につ い て

脳,肺,肝,腎 お よ び大 腿 筋 の各 臓 器 組織 に おけ

るAmylase作 用 能 の 至 適pHを し らべ る ため に,

 pHが5.90, 6.23, 6.81, 7.16お よび7.73の5

種 類 のSorensen phosphate bufferを 調 製 使 用 し,

 Amylase作 用 能(活 性 値)が 最 大 を しめす(glucose

量 の 最 多 の もの)pHは,脳,肺 で は5.90,肝 で

は7.73,腎 お よび 筋 で は6.81で あ つ た.よ つ て

以 後 め各 実 験 は上 記 各 臓 器 の 至 適pH緩 衝 液 で

Amylase作 用 を 検 した.

2.脳,肺,肝,腎 お よ び 大 腿 筋抽 出酵 素 液 の

Amylase作 用 能 につ い て(表14)

脳,肺,肝,腎 お よ び 大 腿 筋 にAmylaseが 存 す

るや いな や を 検 す る た め,こ れ ら各 臓 器組 織 か ら

の抽 出酵 素液 につ い て,本 実 験 方 法 に の つ と つ て

Amylase作 用能 を測 定 した と ころ,表14の よ うに,

各 臓 器組 織 中 にはAmylaseが 存在 し,そ の作 用 能

(澱 粉分 解 能)は,大 腿 筋 で もつ と も大,つ い で 腎,

肺,肝 の 順 で,脳 で は比 較 的 に小 で あつ た.

Tab. 14. Amylase activity of the tissue-extrakt
(glucose, mg)

3.夏 季における死体臓器組織抽 出液のAmylase

作用能の消長 について(表15)

室温28～32℃ の夏季における実験では,死 体臓

器組織抽出酵 素液におけるAmylase作 用能 は死後

時間の経過 とともに激 減し,脳 および肝では死後18

後間までは作用能が存するも, 24時 間後には全 く消

失 し,肺,腎 および筋 において も36時間後には同様

全 く消失 した.

4.春 秋季における死体臓器組織抽 出液のAmy

lase作 用能の消長について(表16)

室温18～23℃ の春秋季における実験では,死 体

臓器組織抽 出酵素液 に おけるAmylase作 用能は死

後時間の経過 とともに漸減 し,夏 季実験 と同様,脳

および肝 で比較的早 く消失 し, 60時 間後には全 く作

用能がみ られず,肺,腎 および筋で も72時間後には

作用能 が消失 した.

Tab. 15. Decays of amylase activity of the tissue-extracts in summer (28•`32•Ž)

(glucose, mg)

Tab. 16. Decays of amylase activity of the tissue-extracts in spring and autumn (18•`23•Ž)

(glucose, mg)
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Tab. 17. Decays of amylase activity of the tissue-extracts in winter (1•`5•Ž) (glucose, mg)

5.冬 季 における死体臓器組 織抽 出液のAmylase

作用能 の消長について(表17)

室温1～5℃ の冬季における実験 では,死 体臓 器

組織抽出酵 素液 におけ るAmylase作 用能 は,死 後

時間の経過 とともに緩減するが, 72時 間後において

もなお作用能 を存 していた.

6.死 体 の腐敗 が冬季の低温時 よりも夏季の高温

時 において著明であることは 自明の事実であ り,上

記 の死体臓器組織のなかで腐敗 しやすい ものは肝,

脳,肺,腎,筋 の順序 で あることはCasperの お し

え ると ころであるが,上 記の順序で腐敗 しやすい肝,

脳において他の肺,腎 および筋に比 しAmylase作

用能がひ くい ことは きわめて 興味の あ ること で あ

る. Amylase作 用能の ひ くい臓 器,し たがつて糖

原分解作用のよわい臓器で 腐敗 が はや くお こり,

またAmylase作 用能がは や く消失 す る こ と は,

死体 の 腐敗 を 原因する細菌 が 無窒素性連鎖 化合物

(Stickstofffreie Kette)を 獲得 す る た め死体蛋 白

を分解す るかわ りに炭水化物を利用するので,炭 水

化物 の存在 は死体の腐敗 を抑制する ものであ ろうと

記 載 しているSpecht20)の 説に一つの実験的根拠を

あたえた と云え るだ ろう.

結 論

夏季,春 秋季および冬期に室温 に放置 したウサギ

死体の脳,肺,肝,腎 および筋 から抽 出した各酵素

液についてAmylase作 用能 の消長を経時的に測定

し,つ ぎの結果 をえた.

1)健 常 ウサギの脳,肺,肝,腎 および大腿筋の

抽 出酵素液 には澱粉を水解す る作用がある.

2)夏 季実験では,脳,肺,肝,腎 および筋各抽

出酵素液のAmylase作 用能は,死 後急激 に減 弱 し,

脳 および肝 では24時間後,肺,腎 および筋では36時

間後には消失 した.

3)春 秋季実験では,脳 お よ び肝抽出酵素液 の

Amylase作 用は死 後60時 間 目,肺,腎 な らび に筋

では72時 間目には消失 した.

4)冬 季実験 では,脳,肺,肝,腎 および筋各抽

出酵素液のAmylase作 用能 は,死 後72時 間経過 し

てもなおみ とめ られた.

この論文は昭和27年,第37次 日本法医学会総会お

よび昭和36年 第45次 日本法医学会総会において発表

した.

稿をおわるにあた り遠藤名誉教授 の御指導,三 上

教授の御校閲を深謝します.
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The studies on the changes of the activities of cathepsin, amylase and phosphatase in 

the enzyme solution extracted from the organs and tissues led to the following results.

Report I. As the fundamental experiment, the activities of Papayotin and Taka-diastase 

which hydrolysed the substrates (gelatine and starch) was kept still after 144 hours in an 

incubator, but the activities of them in their mixed solution was lost more rapidly.

Report 2. The activities of cathepsin and phosphatase in the enzyme-solution extracted 

from the liver and the activity of phosphatase from the femur of the dog was kept still in 

an incubator after 20days, but the activity of amylase from the liver was already lost after 

3 or 4days.

Report 3. The activities of amylase in the brain, lung, liver, kidney and the thigh

muscle of the rabbit was lost 24 to 36 hours after death in summer, 60 to 72 hours in spring 

and autumn, but was kept still 72 hours in winter.


