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研究成果の概要（和文）：日本で発見される変死体は水に係わるものが多い。これらの中には犯罪に関係してい
るものも含まれ，見逃し事案もあるため，溺死の診断は法医学の分野において重要と考えられている。現在，溺
死の診断は珪藻を指標とした壊機法が最も信頼されているが，この方法は操作が煩雑な上に安全面や設備面で多
くの問題を抱えている。そこで，我々はこの研究で危険な試薬を用いずに安全かつ簡便・迅速に行える新しい検
査方法の開発を試みた。その結果，植物由来蛋白質分解酵素Papainと界面活性剤SDSを用いて安全かつ簡便・迅
速な新しい珪藻検査法を確立し実際に法医実務で役立つことを証明した。

研究成果の概要（英文）：Diatom analysis is very effective for positive diagnosis of water inhalation
 in drowning. However, conventional strong acid diatom testing is laborious and potentially 
dangerous. We propose a simple, fast, and safe protocol using inexpensive reagents such as papain, 
SDS, and 5 N HCl for extracting diatoms from lung, kidney, and liver tissues. First, we determined 
optimal conditions for papain digestion using porcine tissues. Papain digestion was clearly superior
 to Proteinase K digestion. Next, for assessing the assay effectiveness in practical cases, the 
papain digestion protocol was applied to 80 tissue samples from 20 suspected drowning victims. The 
proposed method can be useful as a less-laborious, less-hazardous, and less-costly minimal test.

研究分野： 法医学

キーワード： 法医学　溺死の診断　プランクトン検査　パパイン（Papain）　タンパク質分解酵素　珪藻　プロティ
ナーゼK（Proteinase K）

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
すべての水中死体に対して，時間と労力のかかる従来の検査法（壊機法）を行うことは簡単ではない。またこの
検査は加熱した強酸（発煙硝酸）を用いるため，安全面（化学熱傷，酸性ガスの吸引）や設備面（遠心機及び周
辺機器への金属腐食，ドラフトチャンバーの設置・維持管理）の問題も抱えている。そこで本研究では植物由来
のタンパク質分解酵素Papainを用いた新しい検査法を開発し，従来の壊機法によるプランクトン検査の代替法と
して利用できることを明らかにした。このように簡便・迅速かつ安全・安価な珪藻検査の方法は国内外を問わず
報告例はなく，今後新しい検査法として死因究明や犯罪捜査に貢献できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 強酸（発煙硝酸，濃硫酸）を用いる従来のプランクトン検査法（壊機法）に代わって，安全の
ために強酸ではなくタンパク質分解酵素（Proteinase K）や界面活性剤（SDS）を用いて, 組織
を溶解する方法が報告されている。しかし，酵素による組織の溶解は強酸に比べてかなりの時間
（12 - 24 h）を要する上に，反応終了後に溶け残る不溶性物質の量も多いことが長年の課題であ
った。またプランクトン検査では溶解する組織の量が多いため，タンパク質分解酵素 Proteinase 
K を用いる検査に要する費用は極めて高くなる。Proteinase K はもともと分子生物学領域にお
いて動物組織から DNA を抽出するために利用されてきた。その使用濃度は 0.1 mg/mL である。
しかしこの濃度では DNA 抽出には問題のないものの（DNA 抽出を目的とする場合，組織の一
部でも溶解していれば DNA は得られるため），プランクトン検査にとっては溶け残りが多いた
めに検鏡が著しく困難になったり，珪藻が不溶性物質に覆われて検出できなくなったりするた
め，適切ではない。 
 この溶け残りの問題を解決するために，我々は Qiagen Proteinase K，Buffer ATL 及び５N 
塩酸を用いて，1 g の肺組織から安全かつ簡便・迅速（3 時間以内）に珪藻を単離する方法を報
告した（Forensic Sci. Int., vol 251, 179-185, 2015）。この方法は，市販の試薬をそのまま利用
できるプロトコールとしてデザインし，Proteinase K の酵素量はキアゲンのキットで現在動物
組織の分解に利用されている濃度，即ち従来の添加量の 20 倍で溶解する力が格段に高い（つま
りこの濃度でなければそもそも充分に溶解できない）。また，従来の SDS に代えて，キアゲンの
Buffer ATL を利用した。さらにそれでも溶け残る結合組織等を溶解するための工夫として， 5N
塩酸（70℃, 15 分）を使った分解ステップも追加して行った。これにより溶解力は一段と向上し
た。本法は，当施設において耐震補強工事のため 1 年間ドラフトチャンバーを使用できなかっ
た期間にルーチン検査として実際に利用した。その結果，解剖当日に検査結果が得られる上に，
検出感度も高く検査費も所定の範囲内に収まった。 
 しかし，この方法は肺の簡易迅速診断法として非常に効果的であったが，腎臓や肝臓に対して
は一般に 10 g 以上の組織を溶解する必要があり，費用の面で実務利用できなかった。そのため，
組織を溶解する能力に優れ，かつ安価に入手可能な別の酵素を用いることが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 Papain は，広い基質特異性や高い耐熱性を有する植物由来のタンパク質分解酵素である。食
品分野では肉の軟化剤，パンの製造やワインの醸造，その他の分野でも化粧品や医薬品，動物飼
料などで広く利用されており大量に生産されている。そのため，Proteinase K よりはるかに安
価に入手可能である。そこで，我々は Papain を利用できないか基礎実験を行った。その結果，
Papain は，従来の Proteinase K を用いる方法よりも，優れた分解能力をもつことが，確かめら
れた。 
 ところで，従来の強酸を用いた壊機法や Proteinase K を用いた酵素法において，完全に溶解
することの最も難しい臓器は肝臓である。そこで，我々は肝臓を溶解可能な方法とすることを目
標に，市販のブタ肝臓を用いて，これまでに様々な酵素やその反応条件を検討してきた。その結
果，Papain は 10 g のブタ肝臓を迅速かつ完全に溶解でき，費用も安価におさえることが示され
た。そこで本研究では，これらの基礎実験に基づいてさらに詳細に至適条件を検討し，最終的に
法医解剖における実務利用を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では，まず（1）ブタの諸臓器（肝臓，腎臓，肺）を完全に溶解可能な Papain の至適条
件を決定した。次に，（2）実際にヒト諸臓器に応用可能か否かを検討した。 
（1）Papain による組織溶解法のための条件設定：試料として市販のブタ諸臓器（肝臓，腎臓，
肺）を使用 
 これまでの基礎実験から Papain を用いることの有用性は既に示唆されているが，至適条件に
関する詳細な検討は未だ十分ではない。そこで，以下のように至適条件を決定した。 
① Papain による組織溶解法の至適条件 ブタの肝臓（フナコシ：家畜副産物）を用いて，反応
温度や pH等について Papain（Roche）の至適条件を 1 g の小スケールで検討した。 
② 至適反応温度 最初に反応温度 20℃，30℃，40℃，50℃，60℃，70℃の条件下で Papain の
溶解能を比較検討した。 
③ 至適 pH まず pH 4.0，pH 5.0，pH 6.0，pH 7.0，pH 8.0 の条件下での，Papain の溶解能を
調べ，至適濃度を決定した。 
④ 至適 L-Cysteine 濃度 Papain の活性化には L-Cysteine が必須であり，0.25％，0.5％，
0.75％，1.0％，1.25％，1.5％濃度の条件下で，Papain の溶解能を調べ，至適濃度を決定した。 
⑤ Papain の至適濃度の決定 Papain の使用濃度 0.1 mg/mL，0.2 mg/mL，0.5 mg/mL，1 mg/mL，
2 mg/mL の条件下で Papain の溶解能を比較検討した。但し，あくまで Papain の使用量は実務で
利用を想定しているため，検査費内に収まるように考慮した。 



⑥ Papain と Proteinase K との比較 Papain は広い基質特異性や高い耐熱性を有する植物由来
のタンパク質分解酵素である。一方，Proteinase K は，従来から広く組織の溶解に利用されて
きた。Proteinase K の使用濃度 0.1 mg/mL，0.2 mg/mL，0.5 mg/mL，1 mg/mL，2 mg/mL の条件
下で Papain との溶解能を比較検討し，Papain を利用することの優位性を明らかにした。 
⑦ SDS の添加について これまでの我々の基礎実験の結果から，SDS を添加する順序が Papain
の溶解能に大きく影響することが示されている。そこで，使用する SDS の濃度と添加するタイミ
ングについて検討した。 
⑧ 試薬に元々混入している珪藻について これまでの我々の基礎実験の結果から，試薬の中に
は元々珪藻が混入していることが示されている。そこで，本研究で使用する試薬について，混入
している珪藻の数及び種類を調べた。 
⑨ その他のブタ諸臓器（腎臓，肺）についても，肝臓と同様に完全に溶解可能であることを確
認した。 
（2）解剖事例に対する有効性の検討 
① まず簡易プランクトン検査法としての有効性を明らかにした（水中死体及び水辺付近で発見
された死体：計 20 例）。検査試料としては，左右の肺各 1 g，現場水 10 mL を使用し，15 mL の
遠沈管内で酵素反応から洗浄・回収まで一連の操作を行った。可能な限り少ない労力と費用で検
査を行えるようにプロトコールをデザインした。この際，検査時における空気中，試薬類，検査
器具などからのコンタミネーションがないことを確認するために，陰性対照も同時に行った。 
② 次に通常の検体量（腎臓と肝臓 各 10 g）を用いた場合の有効性を明らかにした。この場合，
175 mL の遠沈管を用いて酵素反応や SDS 溶解を行い，その遠心分離後は 15 mL の遠沈管内で HCl
分解から洗浄・回収まで一連の操作を行った。この際，陰性対照も同時に行った。 
③ すべての解剖事例について従来の壊機試験も行い，新しい検査法と従来の壊機法との結果を
比較検討した。 
 
４．研究成果 
 動物組織の溶解には Proteinase K（微生物由来タンパク質分解酵素）が広く利用されている。
法医学領域でもこれを応用した報告が比較的早く（1994 年）からあるものの，溶解能が十分で
ないことや試薬が高価であることなどから広く実務利用されてこなかった。そこで我々はこれ
までとは違う方法で Qiagen Proteinase K，Buffer ATL 及び５N 塩酸を用いて，1 g の肺組織か
ら安全かつ簡便・迅速（3時間以内）に珪藻を単離する方法を提案した。しかしこの方法は，肺
の簡易迅速診断として効果的であったが，腎臓や肝臓に対しては 10 g 以上の組織を溶解する必
要があるため，主に費用の面で実務利用できなかった。そこで，我々はこの問題を解決するため
に，安価に入手可能な Papain（植物由来タンパク質分解酵素）に着目した。そして従来の壊機
法や酵素法においても，完全に溶解することの最も難しい肝臓を，まず溶解可能な方法とするこ
とを目標に，市販のブタ肝臓を用いて，試薬や条件を検討し決定した。 
 Papain の至適反応温度を調べた結果，50℃において最もブタ肝臓を迅速に溶解させた。反応
温度 30℃及び 40℃においては，反応温度の低下に伴って溶解能も低下した。一方 60℃及び 70℃
においては，反応温度の上昇に伴って組織の熱凝固が生じ，溶解能が顕著に低下した。 
 Papain の至適 pHは pH 6〜7 とされ（Roche），ブタ肝臓を用いて調べたところ，pH 6 と 7にお
いて明らかな違いは認めなかった。但し，L-Cysteine 自体の溶解性に関しては，pH 6 において
明らかに溶解性が低下し，pH 7 の方が適していた。 
 また L-Cysteine 及び Papain の至適使用濃度を反応温度 50℃，反応時間 1 時間で検討したと
ころ，0.5％及び 0.5 mg/mL での使用が，溶解性及び費用の面から適切であり，仮に試料によっ
て溶解性が悪い場合は，随時追加して対応していくことが適切であると考えられた。 
 Papain と Proteinase K の比較については，Papain の方がブタ肝臓を迅速に溶解させた。また
DNA の抽出・精製で一般的に用いられている手法，即ち Proteinase K と 2％ SDS を同時に反応
させる方法については，SDS の存在が酵素活性を顕著に低下させている側面も示された。この結
果から，一定の溶解液に対して多量（1/10 量）の組織を溶解させる必要のある珪藻検査におい
ては，主に費用の面で適切でないと考えられた。これらの結果から我々は Papain と SDS は同時
に用いずに，Papain による酵素反応後に，SDS を添加する方が効率良く安価に組織を溶解できる
と考えた。また従来の手法において Proteinase K の溶解能が優れなかったのは，SDS が始めか
ら添加されていることも関係していたことが考えられた。 
 試薬類に由来する珪藻のコンタミネーションの可能性を調べた結果，Papain と SDS に珪藻が
含まれていることが明らかとなった。この結果から，改めて試薬類のフィルター濾過（0.45 µm）
や陰性対照をおくことの必要性が示された。また，フィルター濾過をしていない場合，例え腎臓
や肝臓，骨髄などから珪藻が検出されていても，それが溺水の吸引を直接示しているのかどうか，
その評価は非常に難しいと考えられた。 
 これまでの研究成果から，我々は以下のように Papain を用いた珪藻検査の方法を決定した。
まず肝臓 10 g をメスで細片し，これを 175 mL 容 V底遠心ボトル（ポリカーボネート製，Thermo 
Scientific）に入れ，0.5 mg/mL Papain (Roche)加及び 5 mg/mL L-Cysteine 加 10 mM PBS (pH 
7）120 mL を加えて 50℃，1〜2 時間反応させる。次いで，SDS を終濃度 2％となるように添加し，
50℃，15分間加熱する。液質が透明化したことを確認後，遠心分離を行い（3500 rpm，15 min），
上清を除去する。次いで，沈渣液を 15 mL 容コニカル遠沈管（ポリプロピレン製，Nunc）に移し，



超純水で 2回洗浄後，5 N 塩酸で 70℃，20分間加熱する。さらに超純水で 1回洗浄後，最後に
エタノールで置換し，プレパラートを作成する。以上の方法を用いることで，肝臓だけでなく肺
や腎臓に対しても，優れた溶解能を示すことが明らかとなった。但し，肺については 1ｇの組織
から十分な数と種類の珪藻を検出できることがこれまでの研究でも示されている[10]ことから，
肝臓の 1/10 のスケールで行うことが勧められる。即ち，肺については 15 mL のコニカルチュー
ブを用いて酵素反応から遠心分離まで行うことが可能で非常に簡便かつ迅速に行うことができ
るようになった。 
 一方，予備実験として脂質の分解を目的にリパーゼ等の添加も検討したが，分解能の明らかな
向上はみられず，操作ステップや経費が増えるため実務検査として適さないと考えられた。さら
に組織の微生物分解も検討したが，ある程度まで分解はできたものの，珪藻検出に最適なレベル
の分解能は得られなかった。また，珪藻は化学的には非常に安定であるものの，物理的な力に対
しては壊れやすい種も多く，酵素溶解液の攪拌時（ボルテックス）やプレパラート封入時（カバ
ーグラスを押し当てる際）に注意を要することも示された。特に，海産珪藻は壊れやすく，淡水
と海水の識別に最も重要な指標と成り得る Chaetoceros や Bacteriastrum などは，特に注意を
要することが明らかとなった。 
 最終的に今回開発した新しい手法を用いて，実際の水中死体 20 例に対して検査したところ，
肺については従来の強酸を用いた壊機法と比較して，組織の溶解力はやや低下したものの，本来
肺組織に含まれる珪藻の数は充分に多いため，問題なく検査に利用できた。一方，腎臓や肝臓に
ついても従来の壊機法より溶解力は低下したもののほぼ完全に組織を溶解できた。ただし，加熱
した強酸による分解と比較して，強力に分解できるわけではないので，やはり遠心分離に際して
沈下せずに回収できない珪藻も生じるため，検査の労力や時間，費用等を考慮すると，腎臓や肝
臓を溶解する場合は従来の発煙硝酸を用いて組織を完全に溶解する方法が結局は好ましいと考
えられた。 
 さらに本研究を通じて腎臓や肝臓に含まれる珪藻の数は従来広く言われているよりずっと少
ない可能性も示唆された。また検査を行うにあたり，最も注意すべき点として試薬類に元々含ま
れている珪藻によって生じ得るコンタミネーションが挙げられた。 
 以上の結果から本研究によって確立した Papain による安全かつ簡便・迅速な珪藻検査法は法
医実務で役立つことが示された。このように簡便・迅速かつ安全・安価な珪藻検査の方法は国内
外を問わず報告例がなく，今後新しい検査法として死因究明や犯罪捜査に貢献できると考えて
いる。 
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