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1｡はじめに

化石骨自身の放射性炭素 (14C)年代を従来の放射線 (β線)計数法で測定するのは多

量の試料を必要とするうえに時間もかかり,困難であるがために,これまで,同じ地層

から出土 した木片の14C年代を測定 し,その年代から化石の年代を推定する方法が多く

用いられてきた｡しかし近年,少量の炭素量で測定可能な加速器質量分析法が実用化さ

れ,1g以下の化石骨で直接その年代を測定することが可能となった｡

動物の骨,歯,角には硬タンパク質の一種であるコラーゲンが含まれている｡骨を構

成する無機分画であるヒドロキシアパタイ ト等は,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,化石骨の炭素 O窒素同位体比,14C年代測定用の試

料としては,化学的風化作用に対してより安定であるとされている有機分画のコラーゲ

ンが用いられてきた｡しかし,大多数の化石骨は大なり小なりコラーゲン続成作用を受

け,また,かなりの量のフミン酸 ｡フルボ酸など,化石が埋まっていた堆積物に由来す

る有機物によって汚染されている｡続成が進んだ化石骨はど骨タンパク質の化学的特徴

が失われているため,骨本来の炭素と外来の有機物とを分離するのが困難になると考え

られる｡

骨から外来の有機物を取り除(方法としては,90℃の弱酸性の水にフミン酸は不溶で

あることを利用 し,コラーゲンのゼラチン化を行う方法が一般的である (Shexand

FariS,1959;b ngh,1971). しかし,ゼラチンコラーゲンの収率が0.7%に満たない,

いわゆる保存が悪く,風化が進んだ化石に対しては,実際より若返った14C年代値を示

すことが報告されており (沢田ほか,1992;中村ほか,1996),ゼラチンコラーゲン抽

出法に対する問題点も指摘されている｡最近,骨化石から外来有機物を取り除くもっと

効果的な処理方法として,ⅩAD樹脂という吸着ポリマーを用いる方法 (Staffordeta1.,
1987,1988)や,陽イオン交換樹脂を用いてコラーゲン特有のアミノ酸を分離する方法

(Staffordeta1.,1982,1987,1988;Ginespieeta1.,1984)が報告されている｡
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我々は,化石骨を脱灰した後,加水分解 してアミノ酸を抽出し, この抽出成分を

ⅩAD-2樹脂に通して外来有機物を取り除く方法を試み,今までのゼラチンコラーゲン

抽出法と比較して,信頼度の高い14C年代,炭素 ｡窒素同位体比を得るのに有効である

かどうかの検討を行ってきた (南 ｡中村,1997;1998;1999;2000)｡その結果,ゼラ

チンコラーゲンの収率が少ない化石骨試料においては,"脱灰前の骨片の状態でのアル

カリ処理+ゼラチン抽出法"によって骨化石から外来炭素を除去するのは不十分であり,

正確な14C年代を与えていない可能性が示唆された｡それに対して,骨試料を脱灰後,

加水分解 してアミノ酸を抽出し,さらにⅩAD-2吸着樹脂を用いて外来有機物を取り除

く方法は,骨本来の信頼度の高い14C年代値を得るのに有効であることがわかった｡

人間を含め晴乳類動物の化石に含まれている硬タンパク質のコラーゲンの窒素同位体

比は,摂取した食資源の同位体比を反映することが知られており,食性復元,ひいては

古環境解析に利用されている｡化石の14C年代とともに得られる炭素 ｡窒素安定同位体

比の情報は,残された過去の記録を読みとる有力な手段と考えられる｡

本研究では,BritishColum biaの中心部から採取された獣骨,NorthPenderisland,

penderCanalから採取された人骨に対してゼラチン抽出法を試み,14C年代,炭素 ◎窒

素安定同位体比の情報を得ることを目的とした｡これらの化石骨は比較的保存がよく,

また年代も古くないので,ゼラチン抽出法によって正確な14C年代,炭素 ｡窒素安定同

位体比が得られるものと考えられる｡

2.試 料

2-1｡シカq)箆

本研究に用いた化石骨試料#1-#3は,BritishColumbiaの中心部DhR計や2から採

取されたシカの骨である (Odocoileushetty.Onus)o DhRaT-02は高さ8m,幅30mの

岩でできた防護壁で囲まれた地域であり,S出血kameen川へ流れる小さな支流上に位

置し (北緯490 19'02",西経120 0 0 2'02"),海面から1,600m隆起している｡4

-6cm厚さの火山灰 (Ma訟rnaテフラ ;6,800ぅ汀BP)を地層に含んでいて,その上と下

に文化財が堆積している (図1)｡ un比BやunitCに見られるように,窪み状に最近の

堆積物 によって乱 されている地層が存在する｡ 岩 には絵文字が描かれていて,

S地 meen初期国家がこの辺 りを嶺土としていた重要な証拠とされている｡unitA

からunitEの5つの採掘地点からは,中世に特徴的な加工品が2ケ,後期中世に特徴的な

加工品が1ケ見つかっている｡

試料#1は層序学的に火山灰の上にあり,試料#2は火山灰が降り積もった後,貫入 し

たp比から得られたものである (図1)｡ 試料#3は火山灰の下層から採取されたもので

ある｡

蔓二.蔓!Tv_Ⅵ【_A農

試料#4-#6は,BritishColumbiaのNorthPenderlsland,PenderCanal (およ
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そ北緯480 46',西経1230 15')から採取された人骨である｡この地域は海面と同じ

高さにあり,高潮の時には海面下になる｡CoastSalish人の衛士であり,彼らは主にサ

ケ,カレイ,ニシンなどの海産物,シカやアザラシなどを食して生活していたものと考

えられる｡

3.実験方法

蔓二Ⅰ.軍勢塑墜

化石骨試料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,さらに0.2MNaOH中で超音波洗浄を行い,アルカリ水溶液に可溶な不純物を除去

する｡蒸留水で洗浄の後,試料を凍結乾燥し,ステンレス乳鉢によって粉砕する｡

萱-2.ゼラ王と出出

約1-2gの粉末試料を,一端をクリップで封じた長さ15cm位のセルロースチューブ

に入れ,蒸留水を用いて完全に流し込み,他端をクリップで閉じる｡これを0.8MHCl

を満たしたビーカーに入れ,マグネティツクスターラでビーカー内を静かに撹拝させな

がら4℃で24時間,脱灰操作を行う｡ 脱灰後,ビーカー内の溶液を捨て,蒸留水に換え,

セルロース内の塩酸を透析して除去する｡セルロースチューブ内には塩酸や水に可溶な

コラーゲンと不溶なコラーゲンが存在するため,遠心分離 した上澄み液を吸引ろ過して

回収し,これを凍結乾燥して可溶性コラーゲンを得る｡不溶成分は蒸留水で洗浄した後,

約100mgをフタ付きの試験管に移し,約20mlの蒸留水を加えて,アルミニウムブロッ

クヒーター内で90℃で10時間反応させてゼラチン抽出を行う｡試験管の溶液を吸引ろ

過して回収し,凍結乾燥してゼラチンコラーゲンを得る｡

3=3._迦水分 .I

試料#1のみ,アミノ酸成分も抽出した｡約1-2gの粉末試料を直接ビーカーに入れ,

0.8MHClを約100ml加えて,4℃で24時間,脱灰操作を行う｡ ビーカー内の溶液を遠

沈管に移し,遠心分離して上澄みを捨てる｡脱灰成分を蒸留水で洗浄した後,凍結乾燥

する｡凍結乾燥した脱灰成分約50mgをフタ付きの試験管に移 し,約10mlの蒸留水を

加えて,アルミニウムブロックヒーター内で110℃で24時間反応させてゼラチン抽出を

行う｡試験管内は,窒素ガスで潰換しておく｡ 加水分解後,試験管の溶液を吸引ろ過し

て回収し,あらかじめ6MHCl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,6MHClでアミノ酸集合体を溶出させる｡ⅩAD-2処理されたアミノ

酸成分はロータリーエバポレ-タ-で濃縮後,凍結乾燥する｡

分析に用いた塩酸はアミノ酸分析用,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,3MHCl,3MNaOHによって上澄みを捨てなが

ら洗浄し,さらにメタノールによるソックスレ-抽出を行い,最後に蒸留水で洗浄して

きれいにしたものを用いた｡
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314.品 のガス 青肘および測 '_

直径6mmで長さ5cmのバイコール管に線状酸化銅を約1g入れ,さらにコラーゲン試

料を入れた後,1cm長さの銀線を数本入れる｡直径9mm のバイコール管に線状還元銅

を約500mg入れ,その上にコラーゲン試料の入った6rrmバイコール管を入れ,石英綿

を軽く詰める｡真空ラインに接続して排気し,封管した後,マッフル炉内で850℃,4

時間加熱する｡その後,ゆっくりと冷却して,コラーゲン中の炭素を酸化してC0 2に,

窒素を還元してN2にする｡ 真空ラインに接続し,まず,N2を回収する｡ 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6rrm 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､バーナーでバイコール管の下部をあぶっ

て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,液体窒素トラップ (-196℃),ペンタントラップ (-128℃),エタノールー液体窒

素トラップ (約100℃)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,名古屋大学年代測定総合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,N2および分取した

一部のC02は気体用質量分析計 (MAT-252)により∂15N値,613C値を測定した｡

4.結果と考察

測定結果を表 1に示す｡

射1.コラーゲン堪撃葺小一⊆/N姓

#1のゼラチンコラーゲン収率が0.25%とかなり低く,#3も0.76%とさほど高くない

が,それ以外の試料,特に#4-#6の人骨試料は6%以上の高い収率を示した｡一般に,

新鮮な骨から抽出されるコラーゲンは,ゼラチンコラーゲンの方が可溶性コラーゲンに

比べて含有率が高く,年代が古く,保存状態が悪いほど,可溶性コラーゲンの割合が増

加する傾向にある｡本研究においては,#1-#3の獣骨試料は可溶性コラーゲンの方が

ゼラチンコラーゲンに比べて含有率が高く,一方,#4-#6の人骨試料はゼラチンコラー

ゲンの含有率が非常に高く,可溶性コラーゲンはほとんど得られなかった｡人骨試料は

特に保存状態がよかったと考えられる｡一般に新鮮な骨から抽出されたゼラチンコ

ラーゲンが示す40-50%の範囲であり,いずれの試料のコラーゲン成分もこの範

囲内の炭素含有量を示 していることか ら,得 られる炭素 ･窒素安定同位体比,14C

年代値は信頼できるものと考えられる｡

コラーゲンのようにグリシンの多いタンパク質のC/N比は3.2±0.5を示すといわれて

いるが (HareandvonEndt,1990),本研究で分析した骨コラーゲンもこの範囲の値

を示した｡ゼラチンコラーゲンのほうが,可溶性コラーゲンよりも0.2-1.0低いC/N比

が得られたが｡ゼラチンコラーゲンの方が,骨の本質コラーゲンに近いものであり,ゼ

ラチン抽出によって,より本質コラーゲンが抽出されていることがわかる｡
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4-2.14C… …塵

#1は層序的に火山灰から採取された骨試料なので,火山灰のテフラ年代 (6800

yrBP)より若いと予想されたが,1180±60yrBPという非常に若い年代が得 られた｡

この試料については,加水分解をし,ⅩAD-2樹脂処理を行なって得られたアミノ酸成

分についても測定を行なったが,1260±50yrBPとなり,ゼラチンコラーゲン成分とほ

ぼ一致 した年代が得 られた｡#飢ま,火山灰が降り積もった後,貫入した"postrash

pitFeature一一から採取されたもので,3010±220yrBPという若い年代が得られたO#3

は火山灰の下層から採取されたため,火山灰の年代より古い年代を示すと予想されたが,

実際は3820±180yrBPと,これもかなり若い年代が得られた｡ したがって,火山灰が

堆積する前の層からではなく,若い層から採取されたものと考えられる｡MountSt｡

Helen'S層と呼ばれる若い層がこの火山灰層の近くに存在しており,今回分析した#3

はこれらの若い層から採取された可能性が考えられる｡

#4-#6の人骨は,3120-3550yrBPの14C年代を示した.

4-3ヱ‥ー_屋秦二重秦安定同位墜比

動物の化石骨から抽出されるコラーゲンの炭素および窒素安定同位体比の値は,その

動物が生存中に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

して用いられている (vanderMerweandVogel,1978;DeNiroandEpstein,1981;

南川,1993)｡ コラーゲンタンパクは,その動物体より炭素同位体比が約+3.5‰ずれ,

また,動物体は食物より約十1‰ずれるので,摂取したタンパク質よりも約4.5‰高い値

を示す. 従って,C3植物 (613C--25--30‰)を食する陸上の 草食動物のコラー

ゲンタンパクが示す613C値は-20‰～-27‰とされている (DeNiroandEpstein,

1981;SchoeningerandDeNiro,1984;Sealyetal｡,1987;南川,1993). 一方,窒素

同位体比においても約4-5‰高くなるという一定の同位体分別を示すという報告もある

が,乾燥した環境におかれると615N値が高くなるという報告もある (Heatoneta1.,
1986)｡一般に,陸上の草食動物の骨コラーゲンが示す∂15N値は-3‰～+8‰,一方,

海獣類の骨コラーゲンの613C値は-15‰～-20‰,∂15N値は+15‰～+20‰,魚貝類

の骨コラーゲンの∂13C値は-12‰～-20‰, 615N値は+5‰～+15‰とされている

(MinagawaandAka2aWa,1992)0 #1-#3はシカの骨であり,骨コラーゲンの6

13C値は-21--22‰と,C3植物を食する陸上の草食動物の骨コラーゲンの値を示し,

C3植物に強く依存した食性を示している｡#1の∂15N値が+8‰と,#2,#3に比べて

高い値を示しているが,Heatonetal.(1986)が報告しているように,#1が生存してい

た1200yrBPは,#2,#3が生存していた3000yrBP以前よりも,この地域が乾燥して

いたなど,環境が異なっていた可能性が考えられる｡

#4-#6の人骨試料の613C値は-13‰,615N値は+18‰といずれも非常に高い値を

示した｡彼らは主に海産物,海獣類を食して生活していたと考えられ,上の海獣類,負

貝類の食資源の∂13C値,∂15N値から計算される炭素 ｡窒素同位体比と調和的である｡
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表 1 BritishColum biaから採取された獣骨および人骨のC/N比,613C値,

615N値および14C年代値

コラーゲン コラーゲン中 C/N比 6⊥3cp｡B 61bNAIR ⊥4C年代

収率(%) のC収率(%)
#1Gc 上) 0.25 41.4

sc2) 0.47 42.8

ⅩAD 3) 0.55 ?

_. (蓋) (‰) .. BP)
-21.7 8.1 1180± 604)

-22.0

3.1 7.8 1260± 50

#2GC 2.45 40.6 3.1 -20｡7 4.9 3010±220

SC 2.04 3.3

♯3GC 0.76 43.4 3｡2 -20｡7 4.6 3820±180

SC l｡55 3.6

#4 GC 5.96 44.3 2｡8 -12.6 3490±190

SC 0.16 3.8

#5GC 9.45 44｡8 2.9 -12.6 3120± 80

SC O｡25 3.5

#6GC 8.74 ? 2｡9 -13.1 18｡4 3550± 30

SC 0.25 3.6

1)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

2)SC:可溶性コラーゲン成分

3)ⅩAD:ⅩAD-2樹脂処理されたコラーゲン加水分解成分

この成分の14C年代のみ2号機で測定されたもので,後は全て1号機による

測定結果である｡年代が若いので,1号機と2号機による差は無視できると

考えられる｡

4)14C年代の誤差は10

5)データ欄の"- "は未測定,"?"測定ミスのデータ

5｡まとめ

BTitishColumbiaの中心部から採取されたシカの骨,NorthPenderIsland,Pender

canalから採取された人骨に対してゼラチン抽出法を試み,14C年代,炭素 ｡窒素安定

同位体比を測定した｡#1のシカの骨を除いて,骨から抽出されたゼラチンコラーゲン

の収率は,0.7%より高く,特に#4-#6の人骨試料は収率が6%以上と,保存状態がよ

かったと考えられる｡#1に対して抽出したアミノ酸成分もゼラチンコラーゲン成分を

ほぼ同じ14C年代値を示した点,そ していずれの骨試料も比較的保存がよく,また年代

も古くない点から,全ての骨試料に対し,ゼラチン抽出法によって正確な14C年代,顔

素 ｡窒素安定同位体比が得られたと考えられる｡
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#4-#6の人骨試料の ∂ 13C値は-13‰, 6 15N 値は+18‰といずれも非常に高い値を

示した｡彼らは主に海産物, 海獣類を食して生活していたと考えられ,上の海獣類,負

貝類の食資源の ∂ 13C値, ∂ 15N 値から計算 される炭素 ｡窒素同位体比と調和的である｡

#4と#5の人骨試料のゼラチンコラーゲン成分の ∂ 15N値は未測定であり,今後,これ

らの 6 15N 値,そしてさらに,全ての試料の可溶性コラーゲン成分の ∂ 13C値, ∂15N 値,

14C年代測定も行なって考察を深めていく予定である｡
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wemeasured14cag¢S,carbonalndnitrogenstableisocopicradosofgela血ICOllagensexb･acted

fromdecrandhumanbonesatBridsh･Columbia,Canada･Thedeerbonesamples,Sam ples#1～

#3,comefromasiteimtheinterior()f'温血ShColumbia,designatedasDhRa-02site.Thehuman

bonesam ples,samples#4-鵬,are｣.ronthepanderCanalsite,onNor也PenderIsland,British
Columbia.

Ⅰngeneral,reliable14cages,carbonamdmib･ogenstableisotop且Cradoscanbeobtainedfor

col且agensextractedfromfossi且bone･S,.provided血at也ecollagenshaveb舵npreservedwellfrom

wea血e血glnnature.駄perimentaly.:Lendsofgeladm-collagenswerehigherthan °.7%,exceptfor

sample#lwith0.25%･肝orsam ple#1,wetriedtoextractamimoacidfracdonsbyhydrolyzadon

弧dXAm2b･ea血entandtomeasur倍ics14cage･meageisthesameas血atofgela血-collagen,

about1200yrBP･Samples#1and#2aresituatedstradgraphicallyaboveavolvcanicash,

idenWledasMa22matePhraca681DOy町BP,aLndhavepost-ashdates,1260and3010yrBP,

respecdvely･Sample#3shows382.0FyTBP,youngerthantheageofMa祖‡matePhra,though #3

comesfromapre-ashlayer･Sampl･esi#4～#6havereladvelyhigh gelatinyieldsof6-9%,and

showdie14cagesof3120-3550y】脚 ･TheCO2yieldsfromthegeladn-collagensofsamples#1

～#6areover41%,consistentwi血也evalueof40-50%forgela血-collagenexb･actedfromfresh

bones･ 馳us,the14c ages,Garb()nandnitrogen stableisotopicradosobtainedfor血e

gelatin-collagensseemcobereliable.

Thedeerbonesam ples#1-#3demonstrate6 13cvalueof～-21‰弧d615Nvalueof+5-

+8‰,whichare血evaluesofC3miillets.Ontheotherhand,thehumanbonesamples#4-#6

showreladvelyhigh613cvalueof-13‰ and615N,alueof+18‰.批is血ought血attheyate

ma血eproductssuchasfishesandshellfishes,with6 13cvalueof-15--20‰and615Nvalueof

+15-+20‰,whendleyWerealive.Thehigh 613c and615Nvaluesfor血ehuman bonesare

causedby地efoodresourc¢S.
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