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1.はじめに

骨化石の正確な14C年代測定､炭素 ･窒素安定同位体比測定のためには､元の同位体

比が保存されており､外来の有機物がすべて除かれていることが重要である｡骨化石の

14C年代､同位体比測定に際しては､化学的風化作用に対して比較的安定であるとされ

る硬タンパク質のコラーゲンを抽出して用いることが多いが､骨化石の多くはコラーゲ

ン続成作用を受け､また､化石の周囲の堆積物由来の有機物によって汚染されているこ

とが多い｡そのため､ゼラチンコラーゲンの収率が 1%以下といった､保存性の悪い化

石に対しては､コラーゲンの14C年代値は実際の年代より若返った値を示す例が見られ

る (沢田ほか,1992;中村ほか,1996)｡ そこで､我々はコラーゲンをアミノ酸まで分解

し､XAD-:吸 着樹脂を用いて骨化石試料からフミン酸 ･フルボ酸などの外来有機物を完

全に除去する方法を検討してきた (南 ･中村,1997,1998)0

滋賀県琵琶湖の粟津湖底遺跡の縄文員塚から採集されたイノシシ､ニホンジカなどの

獣類細骨片にXAD-2吸着樹脂を用いる方法を試みた結果､XAD-2樹脂処理されたアミ

ノ酸集合体成分は､コラーゲン抽出法によって得られたゼラチンコラーゲン成分に比べ

て数百年古い14C年代値を示 し,同層から採取された木片の年代に近づき誤差内で一致

する傾向が見られた｡特にゼラチンコラーゲン収率が 1%より低い試料において14C年

代値の差が大きくなる傾向が見られたことから､XAD-2吸着樹脂を用いる方法は､保存

状態が良好でない骨化石から効果的に外来炭素を除去し,若返りのない14C年代値を得

るのに有効であると示唆された｡

本研究では､さらに古い骨化石でもXAD-2吸着樹脂を用いる方法が有効かどうかを

調べるため､愛媛県宇和島の海底から採取されたナウマンゾウの白歯化石に対して本方

法を試みた｡.この臼歯化石はエナメル質 ･象牙質 ･セメント質が明瞭に層をなしていた｡

白歯に関しては象牙質から抽出したコラーゲンを用いるのが普通であるが､エナメル質､

セメント質についても年代測定が可能かどうかの検討もあわせて行った｡ ゼラチンコラー

ゲン抽出法による14C年代測定結果は､すでに中村ら (1998)に報告されている｡
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2.試 料

本研究に用いたナウマンゾウ白歯化石は､1960年噴､四国西端三崎半島の南に位置す

る宇和海の名取梶谷鼻沖からタイ網漁の網にかかって採取され､同地の資料館に保管さ

れていたものである｡

ナウマンゾウ白歯試料の外観は全体的に白っぽく､エナメル質の層が黒光していた｡

エナメル質､エナメル質で覆われた象牙質､さらにエナメル質を覆う歯冠セメント質の

部分を分離し､それぞれ分析を行った｡中村ら (1998)のゼラチンコラーゲン抽出法に

用いた試料は象牙質の部分から採取されたものである｡ゼラチンコラーゲンの収率は

1.22%であり､29,200±870yrBPという年代値が得られている｡

3.実験方法

試料調整

実験手順を図 1に示す｡ナウマンゾウ白歯化石は表面の汚れをカッターで削り取った

後､蒸留水中で繰り返し超音波洗浄し､不純物を除去した｡試料を凍結乾燥し､エナメ

ル質 ･象牙質 ･セメント質の層に分け､それぞれステンレス乳鉢によって粉砕した｡約

1-2gの粉末試料を0.8NHCl約100-200mlを用いて､時々撹拝させながら4oCで24時間､

脱灰させた｡酸に不溶成分を遠心分離した後､蒸留水で洗浄して凍結乾燥した｡この脱

灰試料約100mgに約10mlの6NHClを加え､アル ミニウムブロックヒーター内で110oC

で24時間反応させて加水分解した｡加水分解物中の固有物は､遠心分離した後ガラスフィ

ルターで吸引ろ過して除いた｡

コラーゲン加水分解物は､あらかじめ6NHClで平衡化しておいたXAD-2樹脂 (20-

50mesh)を詰めたカラムに通し､6NHClでアミノ酸集合体を溶出させ､その後､樹脂

に吸着しているフルボ酸成分を0.5MNaOH､1MNH 40Hで溶離した｡XAD処理された

アミノ酸成分､フルボ酸成分は､それぞれロータリーエバポレーターで濃縮後､凍結乾

燥した｡

分析に用いた塩酸は石英容器にて蒸留したもの､水は2回蒸留した超純水である｡

XAD-2樹脂はアセ トン､水で繰り返し洗浄 した後､3NHCl､3NNaOHによって上澄み

を捨てながら洗浄し､さらに､メタノール､アセ トンによるソックスレ-抽出を行って､

最後に蒸留水で洗浄して精製したものを用いた｡

垂料のガス精製_および測宥

試料中の炭素のCO2化､C0 2の精製は､中村ほか (1996)の方法に基づいた｡直径

6mmの短いバイコール管に線状酸化銅と試料を入れ､石英綿で軽くふたをしてから線状

銀線を加えた.直径9mmのバイコール管に線状還元銅を入れた上に､試料の入った

6mmバイコール管を入れ､真空封管した｡これを約2時間 850℃に加熱した後ゆっくり
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図 1 XAD-2樹脂を用いて骨化石試料からアミノ酸集合体を抽出する実験手順
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と冷却してコラーゲン中の炭素を酸化してC0 2に､窒素をN2に変えた｡ N2の分離は線状

モレキュラシーブス (13X,1/16)を用いた｡直径6mmのバイコール管にモレキュラシー

ブスを数粒入れ､真空ラインに接続して､バーナーであらかじめモレキュラーシーブス

の焼き出しをしておく｡ ラインに試料ガスを導入し､3箇所で液体窒素 トラップを段階

的にくぐらせて十分にC0 2やH20を取り除いた後､N2を液体窒素で冷却したモレキュラー

シーブスにトラップさせて封じ切る (南ほか,1998)｡ その後､液体窒素 (-196℃)､

液体窒素で冷却 したエタノール (約-loo℃)､ペンタン (-128℃)を冷媒として用いて

C0 2を精製 した｡このC0 2を鉄一水素還元法によりグラファイ ト化し (Kitagawaeta1.,

1993)､名古屋大学年代測定資料研究センターに設置されているタンデ トロン加速器質

量分析計を用いて14C年代測定を行った｡ なお､分取した一部のC0 2と全N2は気体用質
量分析計 (MAT-252)により∂13C､∂15N値を測定した｡

また､CNコーダー (柳本製,MT-700)により炭素および窒素含有量を測定した｡

アミノ酸分析

XAD-2樹脂処理されたアミノ酸集合体成分について､名古屋大学大気水圏科学研究

所に設置されているアミノ酸自動分析計 (日立 835型)によりアミノ酸組成分析を行っ

た.試料1mgA水溶液にリン酸緩衝液を加えてpH9.2とし､10ulを分取する｡ そこにオル

トフタルアルデヒド試薬500Jll､メリカブト試薬490Jllを添加し､得られた反応液の2Jllを

アミノ酸自動分析計に導入する｡カラムはイナ-トシルODSl3(4.64)×160mm)を用

い､A液 :リン酸緩衝液､B液 :A液60ml+アストニトリル､C波 :80oCアス トニ トリル
によるグラデイエント溶離を行った｡検出は励起波長350mm､蛍光波長460nmで行った｡

4.結 果

宇和海から採取されたナウマンゾウ白歯化石の分析結果を表 1に示す｡加速器質量分

析計による14Cの計測時にバックグラウンドが高かったため､表 1の年代値はバックグ

ラウンド補正を行った値である｡ ゼラチンコラーゲン成分 (GC)と可溶性コラーゲン

成分 (SC)の結果は中村ほか (1998)から引用したが､GCの年代値は､再計算によっ

て得られた27,280(yrBP)を記 した｡その理由として､GCとSCはC桝比､ ∂13C値､∂

15N値がいずれもほとんど同じ値を示しており､年代値のみ 4千年も異なるのは考えに

くいと思われること､そして､GC収率が1.22%と保存性がよい本試料においては､外来

の炭素によって汚染されている可能性が低く､GCとSCの年代値にそれ程大きな差が生
じないと考えられることが挙げられる｡一般に､新鮮な骨から抽出したコラーゲンは

GCの含有率が高く､年代が古い化石骨においてはSCの含有率が増加 し､化石化の段階

でGCがSCへと分解するが､保存が良好で､外来有機物による汚染がない場合は､GC

とSCの年代値は一致すると考えられる｡
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表 1 宇和海から採取されたナウマンゾウ白歯化石のqN比､∂13C値､∂15N値

および14C年代値

CO2収率 (ツN比 ∂ 測定番号

NUTA-

象牙質 DBPl) 39.7 3.1 -20.4 8.5 27190±1520 5955

xAD 2) 20.2 3.0 _20.0 9.0 27580± 490 5945

F3) 0.29 _24.2 16710± 380 5951

GC4) 42.0 3.2 _20.2 8.6 27280± 870 5722

sc5) 24.9 3.2 _20.2 8.5 24880± 580 5723

エナメル質DBP 1.65 7.2 -15.3

XAD 0.37 4.6 -18.5

F 0.09 -19.0

8.2 22810± 740 6030

7.6 15850± 320 5944

セメント質DBP 41.7 3.3 -20.5

XAD 27.8 3.1 -19.5

F 0.41 -25.3

8.2 25550±1410 5954

8.3 26640± 610 5946

16860± 380 5950

1)DB]P:脱灰処理後､塩酸に不溶な成分

2)XAl⊃:XAD-2樹脂処理したコラーゲン加水分解成分

3)F:フルボ酸成分

4)GC:ゼラチン抽出法によって得られたゼラチンコラーゲン成分

5)SC:可溶性コラーゲン成分

6)∂13cp,B･∂15NAlRの誤差は±0.1%0

7)14C年代値の誤差は2(J

(Ⅵ＼廿ヒ

CN比は､.抽出したコラーゲンが､本当にコラーゲンかどうかの純度の指標となる｡

コラーゲンのようにグリシン含有率の大きいタンパク質のCN比は､3.2±0.5といわれて

いる (HareandvonEndt,1990). 表 1から､象牙質とセメント質の脱灰成分 (DBP)､

XAD-2樹脂処理したコラーゲン加水分解成分 (XAD)､ゼラチンコラーゲン成分 (GC)

および可溶性コラーゲン (S()は3.0-3.2のUN比を示し､コラーゲンの値の範囲に入っ

ている.しかし､エナメル質のC仰比は､大きくはずれており､コラーゲンではないこ

とを示唆している｡エナメル質のCO2収率は極めて低く､このことからも､エナメル質

にコラーゲンはほとんど含まれていなかったことがわかる｡
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∂13C値 ･∂15N値

動物のタンパク質を構成する炭素と窒素の同位体組成は､その動物が生前に摂取して

いた食物に依存して決まり､食性解析に利用されている (南川,1993)｡ 陸上の草食
((3植物)動物の骨コラーゲンの値は､C3植物が示す∂13Cニー24-131%O､∂15N--3-
+7%Oよりもそれぞれ約5%o濃縮された値を有すると考えられている.象牙質､セメント

質の∂13C値は-20%O､∂15N値は+9%Oであり､草食動物であるナウマンゾウの白歯コラー

ゲンの値として調和的である｡エナメル質の∂13C値はこれ らの値よりも明らかに大き
い値となった｡

14C年代値

白歯試料の象牙質はエナメル質､セメント質よりも古い14C年代値を示し､W 成分

とGC成分､さらにDBP成分はほぼ同じ年代値 (27,200-27,600yrBP)を示した (図2)0

象牙質はエナメル質､セメント質に覆われているので､外来炭素による汚染が少なく､

最も信頼性の高い年代値が得られたと考えられる｡ 外来有機物であるF成分は､どの層

も歯本来の年代より明らかに若い年代値 (15,900-16,900yrBP)を示した｡

C/N比､∂13Cぉよび∂15N値において象牙質､セメント質 とは違った値を示すェナメ

ル質の14C年代値はかなり若い年代を示した｡
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図2 宇和海から採取されたナウマンゾウ白歯化石の14C年代値
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アミノ酸分析結果

XAD-2樹脂処理したコラーゲン加水分解成分をアミノ酸分析した結果を表 2に示す｡

A､BはO..5MEDTAで脱灰し､残査を6MHClで加水分解した後､ア ミノ酸分析を行っ

た結果である (落合､秋山,1986)｡ 宇和海ナウマンゾウのアミノ酸濃度はセメント質

が一番高く､エナメル質はかなり低い｡いずれもグリシン､次いでアラニンの割合が非

常に高いことがわかる｡チロシン､フェニルアラニンの含有量は､野尻湖ナウマンゾウ

や現生アジアゾウの値に比べて著しく低いが､これは脱灰に塩酸を用いているため､抽

出されたコラ ーゲンの構造に変化が生じている可能性が考えられる｡

化石試料中に含まれるタンパク質は､化石化の過程で続成作用の影響を受けて､元の

構造に変化を生じている｡この変化はアミノ酸組成に顕著に現れるとされており､ア ミ

ノ酸組成に変化を起こす要因としては､温度要因が重要と考えられている (佐俣,1993)0

熱に対して不安定なアミノ酸であるアルギニン､メチオニン､ トレオニン､セリン､ヒ

スチジンなどの含有量が現生種にくらべて著しく低い場合､タンパク質が強い続成作用

を生じている可能性が考えられる (Vallentyne,1964)｡宇和海のナウマンゾウの場合､

特にそのような傾向は見られないので､熱による強い続成作用があった可能性は少ない

と考えられる｡

表 2 宇和海から採取されたナウマンゾウ臼歯に含まれる

コラーゲンのアミノ酸組成 (単位 :〝mol/g)

象牙質 エナメル質 セメント質 A ち

Asp 311

Thr 246

Ser 403

Glu 455

Gly 3729

Ala 820

His+Val 145

Met 31

Ile 29

Leu 72

Tyr 0

Phe 3

Lys 93

Arg 257

130 641

85 714

96 672

244 1172

572 9660

323 2002

106 301

20 58

13 71

31 169

2 3

0 9

102 186

150 753

470 490

190 190

330 370

706 770

3270 3220

1260 1150

299 297

36 50

130 110

280 280

27 52

140 150

310 300

470 500

A :野尻湖湖底から採取されたナウマンゾウの歯牙

B:現生のアジアゾウの歯牙
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5.考 察

本白歯試料はゼラチンコラーゲン収率が1.22%と高いことから (中村 ら,1998)､保

存状態が良好であったと考えられる｡コラーゲン抽出法によって得られたゼラチンコラー

ゲンの年代値と､XAD-2樹脂処理されたアミノ酸集合体の年代値の間には大差なく､コ

ラーゲン抽出法によって信頼度の高い年代値が得られていることがわかる.コラーゲン

収率が 1%以下の保存状態の良好でない骨化石に対してはXAD-2樹脂処理法が有効であ

るが (南 ･中村,1998)､保存状態が良好な骨化石に対しては､両者の方法による差は

ほとんどないことがわかった｡

歯の硬組織を構成する成分は無機質､有機質､水分に大分され､多量の無機成分を含

んだ石灰化組織である｡特に､エナメル質では無機質の含有率は97%にも及ぶ｡エナメ

ル質は高度に石灰化した硬組織であり､成熟したエナメル質は､有機基質 (エナメルタ

ンパク質)が次第に分解され､ハイ ドロキシアパタイ トに置き換えられていく (寒河江

ほか,1991)｡今回､宇和海ナウマンゾウ白歯化石のエナメル質においてCO2収率が極

めて低く､CyN比､∂13C値でコラーゲンではない値が得られたが､これは分解されてエ

ナメル質にコラーゲンがほとんど残存していなかったためと考えられる｡試料を脱灰後

の酸可溶部分にハイ ドロキシアパタイ トが含まれている｡無機成分のハイ ドロキシアパ

タイ トや炭酸カルシウム等は､酸性土壌中では容易に分解されたり､外部との交換が起

きたりするため､骨化石の14C年代測定には不適と考えられているが､この成分につい

ても年代測定を試み､検討してみたいと思っている｡

ナウマンゾウは､長鼻類の中でも歯冠セメント質の組織構造が典型的に発達しており､

化石においてもタンパク質と多糖質からなる基質を大量に残存していることが知られて

いる (小林ほか,1991)｡ 本研究のナウマンゾウにおいては､セメント質のCO2収率が

象牙質よりも高く､象牙質 と同じC桝比､∂13Cぉよび ∂ 15N値を示 した.年代値は象牙
質よりも若干若くでたが､それは象牙質がエナメル質､セメント質で覆われているのに

対し､セメント質が外からの汚染を受けやすかったからためと考えられるが､試料調整

の過程で汚染された可能性も考えられる｡今後､この点については､再検討を行う予定

である｡
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AMS14cageofaMolarfossilofNaumann･selephant

-withXAD-2resin-

MasayoMINAMIl)andToshioNAKAMURA 2)

1)JSPSResearchFellow(DatingandMaterialsResearchCenter,NagoyaUniversity)

2)DatingandMaterialsResearchCenter,NagoyaUniversity

Thepredominantcontaminantssuchashumicandfulvicacidsaffect14cdateandstableisotope

analysesinfossilbone.TheXAD-2treatmentofcollagenhydrolysateisconsideredanefkctive

methodtoeliminatetheforeignOrganicmatterfrombone･Inthisstudy,wehaveconducted14c

dating,bytheXAD-2method,onamolarfossilofNaumann.selephant(Palaeoloxodonnaumanni)

collectedfromtheUwa-sea,offshoreNatori-kajitzmihana,Nishi-Uwa-gun,Ehimeprefecture.The

14cdateof29,200±870yrBPwasalreadyobtainedforgelatincollagenbygela血-extrac也on
methodofdecalcifiationinacellulosetubewith1.2NHCl,followedbyheatlngat900Cinwater

(Nakamuraeta1.,1998).

Threepartsofdentine,enamelandcementinthemolarfossilwereseparatedforeach14c

dadng.Thesamplesweredecalcificatedwith4oC,0.8NHClandtheacid-insolubleresidueswere

concentratedbycen打ifugationandlyophilized･Thedemineralizedfractionswerehydrolysedwith

6NHClatllOoC. ThefilteredhydrolysateswerepassedthroughtheXAD-2resintoremove

rulvicandhumicacids.

DentinephaseinthemolarfossilElvesOlder14cagethan enamelandcementphases･Itis

thoughtthatthedentine,coveredwithenamelandcementphases,isbetter-preserved.The14cage

oftheXAD-purifiedhydrolysates(XAD)isolder血an dlatOfsolutioncollagen(SC),butcoincide

withageofgelatincollagen(GC)indenbnephase･EnamelphasegivesdifferentC/Nratio,♂13C

and∂15Nvaluesfromthoseofdendneandcementphases,andrelativelyyoungerage,which

indicatesthatthemajorityofenamelproteinhasdecomposedandchangedtohydroxyapatite･All

fulvicfractions(F)ofthreephasesgivesignificantlyyoungeragesthanboneorgamiccarbon･

Themolarfossilmightbewell-preservedbecauseofthehigheryield(l･22%)ofgelatin

collagenmorethan 1%･ Thegelatin-extractionmethodissufficientfor14cdatingonthe

well-preservedfossil･

-148-


