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【はじめに】

晴乳類動物の骨 ･歯 ･牙な どの14C年代測定に際し,W l2樹脂という吸着ポリマー

を用いる方法は,保存状態の良好でない骨化石試料からフミン酸 ･フルボ酸などの外来

有機物を効果的に除去 し,信頼度の高い14C年代を得るのに有効であることが,これま

での研究で明らかになった (Staffordeta1.,1988;南 ｡中村,1997;1998). しかし,

ⅩAD-2樹脂を用いることにより同位体分別を起こし,試料中の炭素 ･窒素同位体比に

変化が生じている恐れがある｡ コラーゲンの炭素 ･窒素安定同位体比は動物が摂取した

食資源の同位体比を反映するとされており,食性復元の手段として有用である (van

derMerweandVogel,1978;DeNiroandEpstein,1980)｡ 信頼度の高い14C年代

とともに,信頼度の高い炭素 ･･窒素安定同位体比を得ることは,骨化石研究において重

要なことである｡

現生の象牙試料,ならびに現生の牛アキレス勝コラーゲン試薬に対し,XAD-2樹脂処

理が同位体比におよぼす影響を調べた結果,XAD-2樹脂処理をすることによって 613C

値は約1.0‰高 くなり,∂15N値はほとんど変化 しないことがわかった (南 ･池田,

1998;南,1999)｡この結果は,ⅩAD-2樹脂処理による同位体分別がほとんどないと

するStaffordetal.(1988)の結果 (613C値恕+0.3‰,615N値～～+0.1‰)と相反するも

のとなった｡また,個々のアミノ酸試薬のⅩAD-2樹脂処理による同位体比の変化はほ

とんど見 られず,XAD-2樹脂処理によるコラーゲ ンの炭素同位体比の変化は,コラー

ゲンを構成している個 々のアミノ酸が,XAD-2樹脂を通る際に分別を起こしているた

めに生じているのではないと示唆された｡

本研究においては,実際の骨化石に対 し,化学処理が同位体比におよぼす影響を調べ

るため,化学抽出段階の異なるいくつかの成分について ∂13C値,∂15N値およびC/N比

を測定した.また,XAD-2樹脂処理の過程でコラーゲン加水分解物中のアミノ酸組成

が変化しているかどうかを調べるため,アミノ酸組成分析も行った｡

【試料および方法】

実験に用いた骨化石試料は,粟津湖底遺跡に存する第3縄文貝塚の第ⅤⅠⅠ層から採取さ

れたイノシシ(SussczlDfa),ニホンジカ(Cervusnlppon),スッポン(Tn'onyⅩslnensls)

の骨片である｡これらの骨化石の14C年代は約4,500yrBPと考えられる (中村ほか,

1997)｡ コラーゲン試薬は,SigmaChemicalとNacalaiTesque製の現生の牛アキレス

膳コラーゲンを用いた｡
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獣類骨片は蒸留水中で繰 り返 し超音波洗浄 し,さ らに0.2M NaOH中で超音波

洗浄 した後,蒸留水で注いで凍結乾燥 した｡ これをステンレス乳鉢を用いて粉砕し,

0.8NHCl(4℃,24hr)で脱灰処理した後,酸に不溶成分を遠心分離し､蒸留水で洗浄 し

て凍結乾燥したO この凍結乾燥試料に6NHClを加え,アルミニウムブロックヒーター

内で110℃で24時間反応させて加水分解した｡得 られた加水分解物の一部はエバポレー

ターによって塩酸を飛ばした後,凍結乾燥したo 残りの加水分解物はXAD-2樹脂を詰

めたカラム(1×30cm)に通し,6NHClでアミノ酸集合体を溶出させた｡アミノ酸集合

体成分についてもエバポレーターで塩酸を飛ばした後,凍結乾燥した｡コラーゲン試薬

について も同様 に,脱灰 ･加水分解 ･XAD-2樹脂処理を行い,アミノ酸集合体成分を

抽出した (南 ･中村,1997)0

以上のようにして得られた成分は酸化銅,銀線とともにバイコール管に真空封管して

850℃に加熱し,生じた気体を真空ラインを用いてN2とC0 2に精製した｡N2の精製は,

液体窒素で冷却した線状モレキュラシーブス (13Ⅹ,1/16)にトラップさせる方法を用

いた (南ほか,1998)｡炭素 ･窒素安定同位体比の測定は気体用質量分析計(MAT-252)

により行 った｡また,一部の試料については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｡

加水分解成分およびXAD-2樹脂処理されたアミノ酸集合体成分については､名古屋大

学大気水 圏科学研究所 にあるガスク ロマ トグラフ質量分析計 (Them oQuest

SSQ7000)によ りアミノ酸分析を実施 した｡試料を超純水で薄め､そ こからアミノ酸

約30ng分を分取 した｡乾固した後､イソプロパノール1.8ml+アセチルクロライ ド

0･7miの混合液を加えて溶かし､N2下で溶液200Jllを分取した｡100℃で一時間加熱後､

氷水中で冷却し､N2下で溶媒を飛ばした｡そこにTFAA-DCM液 (トリフルオロ無水酢

酸0･5ml+ジクロロメタン0･5ml混合液)を加えて溶かした後､N2下で溶液100plを分取

した｡100℃で10分間加熱後､氷水中で冷却し､N2下で溶媒を飛ばした｡さらにジクロ

ロメタン100yl加えて溶かし､そのうちlfllをガスクロマ トグラフ質量分析計に導入したo

【結果と考察】

化学処理による骨化石試料の炭素 ･窒素同位体比の変化

骨化石試料を脱灰,加水分解,ⅩAD-2樹脂処理する過程で得られた各成分の炭素 ･窒

素同位体比の測定結果を表1に示す｡図1に,獣類骨片の化学抽出処理にともなうC/N

比,∂13C値および∂15N値の変化を,コラーゲン試薬から得 られた値 (南,1999)と

ともに示した｡

C/N比は,いずれの試料も化学処理が進むにつれて減少している｡骨化石試料のC/N

比が骨粉を塩酸で脱灰する際に大きく減少 しているのは,コラーゲンから外来有機物が

除去されたためであり,コラーゲン試薬のわずかな減少は,外来有機物の除去というよ

りは塩酸による変化と考えられる｡脱灰成分を加水分解する過程においては,骨化石試

料,コラーゲン試薬ともに減少の大きさに違いがなく,加水分解成分をⅩAD-2樹脂処

理する過程においては,コラーゲン試薬のほうが大きな減少傾向を示している.
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コラーゲン試薬の613C値は,化学処理が進むにつれて増大しているのに対し,骨化石

試料では,加水分解過程においてはかなり増大するものの,XAD-2樹脂処理過程にお

いてはわずかに減少 している｡ 615N値 に関しては,骨化石試料,コラーゲン試薬とも

にあまり変化が見 られなかった｡

骨化石試料,コラーゲン試薬いずれも,化学処理が進むにつれコラーゲンが純化され,

よりコラーゲン本来の値に近づいていると考えられるが,XAD-2樹脂処理の過程にお

ける両者のC/N比, ∂13C値の変化の違いは,外来有機物が除去されたためだけでなく,

化石と現生の骨の違い,動物の種の違いにも起因していると考えられる｡つまり,化石

のほうが塩酸によってコラーゲンが分解されやすい状態にあり,コラーゲンを構成して

いるアミノ酸が変化を受けやすいということ,そして,動物の種によってアミノ酸組成

が異なるので,塩酸によって分解を受けやすいアミノ酸構成量が異なるということが考

えられる｡

以上の結果から,XAD-2樹脂処理による同位体比の変化は,炭素同位体比に対しては

無視できないことがわかった｡ しかし,C/N比, ∂13C値および ∂15N値はⅩAD-2樹脂

処理だけではなく,コラーゲンを0.8NHClで脱灰,6NHClで加水分解する際にも変化

しており,塩酸による影響,動物の種の違いによる影響な ど,他にもいくつかの要因を

含めて考えることが必要である｡

表1 粟津湖底遺跡から採取されたイノシシ,ニホンジカ,スッポン骨片の

化学処理にともなうC/N比, ∂13C値および ∂15N値の変化
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図1 化学処理にともなう獣類骨片およびコラーゲン試薬の

C/N比, ∂13C値および 615N値の変化

- 234-



加水分解成

表2に,コラーゲン試薬および粟津湖底遺跡か ら採取されたイノシシ,ニホンジカ骨

片のアミノ酸組成を示す｡全体的に見て,アラニン,グリシン,アスパラギン酸の濃度

が高い｡XAD-2樹脂処理をすることによって増加しているアミノ酸 と減少しているア

ミノ酸が存在 し, トレオニン,イソロイシン,ロイシン,セリンについては減少するこ

とがわかった｡アミノ酸はそれぞれ固有の炭素 ･窒素同位体比をもっているため,アミ

ノ酸組成が変化することにより,アミノ酸集合体成分の炭素 ･窒素同位体比は変化する｡

動物の種が違えば,タンパ ク質 を構成す るアミノ酸組成 も異な り, したがって,

ⅩAD-2樹脂処理によって変化する∂13C値および ∂15N値の大きさも異なるはずである｡

骨化石試料の ∂13C値が,加水分解過程 において大きく変化するのは,骨化石のほうが

現生の牛アキレス健コラーゲンに比べて塩酸による分解反応を受けやすく,アミノ酸組

成が大きく変化するためと考えられる｡今後さらに分析例を増や し,化学抽出処理によっ

て変化する骨コラーゲンの炭素 ･窒素同位体比について明らかにしていきたいと思って

いる｡

表2 コラーゲン試薬および獣類骨片の加水分解成分,XAD-2樹脂処理 した

アミノ酸集合体成分のアミノ酸組成分析 (単位 :pmol/mg)

NacalaiCollagen SigmaCoIlagen CervusfuPPOn Susscrofa

H XAD H XAD H XAD H XAD

Ala 0.70

Gly 2･18

Va1 0.09

Thr 0..11

Ile n.d.

Leu 0.ll

Ser 0.27

Pro 0.49

Asp l･15

Met n..d.

Glu 0.45

Phe n..d.

Tyr n･d･

1.29(+0.59)*

3.47(+1.88)

0.11(+0.02)

n.d.(-)

∩.d.

∩.d.(-)

0.ll(-0.16)

0.86(+0.37)

0.20(0.95)

n.d.

0.37(-0.08)

∩.d.

md.

Lys ∩.d. ∩.d.

0.55 0.35(-0.20)

1.57 1.36(-0.21)

0.80 0.24(-0.56)

0.46 0.26(-0.20)

0.51 n.d.(-)

0.19 m.d.(-)

0.53 0.28(-0.27)

0.23 0.33(+0.10)

2.17 2.61(+0.44)

n.d.n.d.

0.38 0.45(+0.07)

n.d.m.d.

0.24 n.d.(-)

0.71 1.00(+0.29)

1.83 2.40(+0.57)

0.85 0.90(+0.05)

0.35 0.21(-0.14)

0.36 0.09(-0.27)

0.14 m.d.(-)

0.26 0.13(-0.13)

0.37 0.36(-0.01)

2.64 2.29(-0.35)

n.d.n.d.

0.55 0.43(-0.12)

n.d.n.d.

md.n.d.

I.091.03(-0.06)

2.512.20(-0.31)

1.281.q6(-0.22)

0.440.12(-0.32)

0.450.12(-0.33)

0.20 n.d.(-)

0.330.13(-0.20)

0.410.25(-0.26)

2.251.64(-0.61)

n.d.∩.d.

0.440.39(-0.05)

n.d.∩.d.

n.d.n.d.

n.d.∩.d. 0.88 n.d.仁) n.d.n.d.

Total 5.55 6.41(+0.86) 7.635.88(-1.75) 8.94 7.81(-1.13) 9.40 6.94(-2.46

H:Hydmlysate XAD:XAD-treatedhydrolysate n.d.:notdetermined

*Deviati()n什omvaluesofHydrolysate
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【まとめ】

コラーゲン試薬のXAD-2樹脂処理による同位体比の変化は,613C値については約

+1.0‰,615N値については約-0.1‰であったのに対し (南,1999),粟津湖底遺跡か

ら採取されたイノシシ,ニホンジカ,ス ッポンの骨化石試料に対しては,∂13C値が約

-0.6‰ ,615N値が+0.3‰となった.この結果は,XAD-2樹脂処理による同位体分別は

∂13C値が+0.3‰, 615N値が+0.1‰とするStaffordetal.(1988)の報告とは相異な

る結果となった｡

骨化石試料,コラーゲン試薬いずれ も,化学処理が進むにつれC/N比,613C値およ

び∂15N値の値が変化 しているが,これはコラーゲンが純化され,よりコラーゲン本来

の値に近づいているためと考えられる｡これらの値の変化の仕方が骨化石試料とコラー

ゲン試薬で違うのは,外来有機物の除去のされ方が異なるためだけでなく,化石と現生

の骨の違い,動物の種の違いにも起因していると考えられる｡ つまり,化石のほうが塩

酸によってコラーゲンが分解されやすく,コラーゲンを構成しているアミノ酸が変化 し

やすく,また,動物の種によってアミノ酸組成が異なり,塩酸によって分解を受けやす

いアミノ酸構成量が異なるためと考えられる｡

コラーゲン試薬および実際の骨化石に対し,コラーゲン加水分解成分ならびにⅩAD-2

樹脂処理されたアミノ酸集合体成分のアミノ酸組成分析を行った結果,W -2樹脂処

理によってアミノ酸組成に変化が生じている可能性が示された｡個々のアミノ酸試薬の

ⅩAD-2樹脂処理による同位体比の変化はほとんど見られないことから (南,1999),

コラーゲンで生 じるⅩAD-2樹脂処理による同位体分別は,コラーゲンを構成 している

個々のアミノ酸が,ⅩAD-2樹脂を通る際に分別を起 こしているために生じているので

はなく,コラーゲンのアミノ酸組成が変化したためであると考えられる｡

塩酸による化学処理がコラーゲンの炭素 ･窒素同位体比に及ぼす影響については,今

後,検討していく予定である｡
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XAD-2resinisconsideredagoodmaterialtoseparatequantiativelypolaraminoacidsfrom

lesspolarfulvicandhumicacids,whicharepredominantsourcesoferrorin14Candstableisotope

analystsOnCOllagenoffossilbone.ToevaluateifXAD-2treatmentaffectscarbonandnitrogen

isotopevalues,Minami (1999)measured613C and615N onseve,alext,actedfractionsof

coIIagensfrommodernbovineAchillesheeltendonsmadeofSigmaChemiCalandNacalaiTesque.

Therewereabout+1･0%odifferencein613Candabout-0･1%oin615Nbetweenhydrolyzed

collagenandXAI}treatedcollagenhydrolysatesfrommoderncollagenstandards.Ontheother

hand,thecarbonandnitrogenisotopefractionadonswereabout-0･6%oand+0･3%oin615N,

respectively,onanimalfossilbonescollectedfrom collectedfrom 仙eAwazusubmarine

archeologlCalsiteinthisstudy･TheC/Nrados,613Cand615Nvaluesofextractedfractions:

decalcified,hydrolyzedandXAD-treatedhydrolysatefractions,varyaschemiCal extraction

proceeded.ThechangeoftheisotopeValues,whichdifferbetweenfossilsandmoderncollagens,

mightbecausedbypurificationofcoIIagen,decompositionofapartofcollagen,andcombined

changesinaminoacidcompositionincollagen･

TheXAD-2treatmentaffectedaminoacidcomposidonsonbothfossilsandmoderncollagen

staJldards.Sincetherewasnodifferenceinboth 613cand615NvaluesbyXAD-2treatmenton

aminoacidstandards(Minami,1999),theisotopefractionadonwithXAD-2resinonthecollagens

cannotbeduetothetotalisotopevariadonofindividualaminoacids,butbeduetothechangeof

aminoacidcompositions.

WeneedtofurtherstudytheeffectofchemiCaltreatmentwith HCloncarbonandnitrogen

isotoperatiosofcollagenswithXAD-2resin･
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