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【はじめに】

化石骨の信頼度の高い炭素 ･窒素同位体比ならびに 14C 年代測定においては､骨が

本来持っている固有の有機成分を高純度で抽出し､分析していくことが必要不可欠で

ある.骨は酸性土壌中では分解されやすいため､保存状態の良好な骨試料を得ること

は容易ではない.したがって､保存状態が良好でない試料においても､外来有機物を

効率的に除去し､骨本来の有機成分を損失することなく抽出することが重要となって

くる.骨の外来有機物としては土壌由来のフミン物質が主たるものである.フミン物

質は､アルカリに可溶で酸に不溶な成分であるフミン酸､酸 ･アルカリに可溶な成分

であるフルボ酸､酸 ｡アルカリに不溶な成分であるフミンに区分される.例えば､化

石骨を脱灰-アルカリ処理することにより､外来有機物を除去することができるが､同

時にかなりの骨固有成分も損失してしまう.それに対して､XAD-2樹脂を用いる方法

は､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(Staqord

etal.,1988,･MinamiandNakamura,2000など).しかし､XADl2樹脂処理法の場合で

も､処理の段階で骨本来の有機成分が残っていないと､その成分を抽出することは不

可能である.そこで本研究では､実際の化石骨に対し､骨の有機成分を損失すること

なく効率的に脱灰を行うための塩酸の濃度条件について検討を行った.

【実験方法】

用いた化石骨試料は､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､ニホンジカなどの獣類骨片である.

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た.骨粉

未を､0.4M､0.6M､0.8M､1.OM､1.2M の5種類の違った濃度の塩酸によって脱灰し

た.脱灰は､ビーカーに化石骨試料を直接入れ､塩酸を加える場合と､セルロ←スチ
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ユーブに蒸留水で封入してから塩酸の入ったど←カ←に入れる場合の二通り行った.

ビーカー一に試料を直接入れた方は､脱灰後内容物を遠心分離し､酸に不溶な脱灰成分

を蒸留水で洗浄して凍結乾燥した｡セルロースチューブ内で脱灰を行った方は､蒸留

水で透析後､遠心分離を行い､可溶成分は凍結乾燥を､不溶成分は 90℃で一晩ゼラチ

ン抽出してろ過後､ろ液を凍結乾燥した.

ビーカー内で直接脱灰した成分､セルロ←スチューブを用いて脱灰した成分､ゼラ

チンコラーゲン成分､可溶性コラーゲン成分についてはそれぞれ酸化銅､銀線ととも

にバイコール管に真空封管 した後 850℃に加熱し､生じた気体を真空ラインを用いて

N2とC()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-ブス (13X,

1/16)にトラップさせる方法を用いた (南ほか,1998).得られた C02は､14C年代測定

用と同位体比測定用に2分割した.14C年代測定用 C0 2 は､鉄触媒を用いてグラファ

イ トに変え､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 (2号機)によって測定を行った.炭素 ･窒素安定同位体比の測定は

気体用質量分析 (FinniganMAT-252)により､炭素および窒素含有量の測定は CN コー

ダー (柳本製,MT-700)により行った.

【結果と考察】

表 1に得られた結果を示す.-4C年代測定の標準体にはNIST篠酸 (RM -94)を用い､

14C年代値は Libbyの半減期 5568年を用いて算出した.測定誤差は loで示した.図

中のCはセルロースチュ一一ブ内で脱灰したことを示し､GCはゼラチンコラーゲン､SC

は可溶性コラ-ゲンを示す.図 1(a)～(卯こ脱灰時の塩酸の濃度を横軸にとり､酸不溶

成分の収率､酸不溶成分中の炭素含有量､各有機成分のC/N比､炭素 ｡窒素同位体比､

14C年代値の塩酸濃度の違いによる変化について示した.

(a)酸不溶成分の収率

塩酸の濃度が 0.4M から 1.OM の範囲においては､酸不溶成分の収率はほとんど変化

がなかったが､濃度が 1.2M になると収率は減少する傾向を示した.1.2M における収

率の減少は､骨の有機成分の損失によるものと考えられる.また､ビーカー内で脱灰

する場合よりも､セルローースチューブを用いて脱灰する場合のほうが酸不溶成分の収

率が高く∴ 塩酸の濃度の違いによる収率の変化も少なかった.ビーカー内で脱灰する

場合は､試料に直接塩酸を加えるため､ビーカーの周りを冷却していたとしても添加

時に若干発熱が生じるが､セルロ-スチュ-ブ内で脱灰する場合は､まずチューブ内

に試料と蒸留水を入れた後､塩酸中に浸すため､チューブ内の塩酸濃度が徐々に上が
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っていき､反応が穏やかなためと考えられる.ビーカー内で脱灰する場合､脱灰後､

内容物を 2000rpm で 20分遠心分離しているが､上澄みに若干コラーゲンが逃げてしま

っていることも考えられる.

表 1 化石骨を脱灰する時の塩酸の濃度を変えた場合の各有機画分のコラーゲン収率､

炭素収率､C困 比､ 613C値､615N値および 14C年代値の変化

Tablel Varietyofcollagenandcarbonyields,C爪 ratio,613cand615Nvaluesand14cage

fororganicfractionsinchangingHCIconcentrationondecalcifyingofafossilbone

concentration yield carbonyield C朋 613C 615N 14cage
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(b)脱灰成分中の炭素含有率

ビーカー内で脱灰した場合もセルロ←スチューブ内で脱灰した場合も､得られる酸

不溶成分の炭素含有率はほぼ同じであった.塩酸の濃度が 0.4M から 1.OM へと高くな

るにつれて､酸不溶成分中の炭素含有率は減少し､濃度が 1.2M になると増加する傾向

を示している.酸の濃度が低いところでは骨の有機成分以外のフミン物質が溶解し､

ゼラチンコラーゲン成分に含まれている可能性が考えられる.

(C)C/N比

0.4M から0.8M にかけて､いずれの成分も C/N比が減少し､1.OM で再び若干増

加する傾向が見られる.コラーゲンのようにグリシンの多いタンパク質の C凧 比

は3.2±().5を示すといわれているが (HareandYonEndt,1990)､本研究で分析した

骨コラー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

ーゲンよりも約 0.2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

質成分に近いものであり､ゼラチン抽出によって､より本質コラ-ゲンが抽出さ

れていることがわかる.0.4M における脱灰成分および可溶性コラーゲンの C/N 比

は他に比べてわずかに高い値を示しており､外来有機物が含まれているためと考

えられる.

(d)炭素 ･窒素同位体比

ゼラチンコラーゲン成分と可溶性成分の同位体比は､塩酸の濃度が 0.4M の時､0.6

-1.OMの時､1,2Mの3つの区分で違った変化をしていると考えられる.0.4Mの時は､

塩酸の濃度が低いため､脱灰が十分ではなく外来有機物が除去しきれておらず､1.2M

の時は､骨の本質成分も損失している可能性が考えられる.しかし､明らかな変化は

認められなかった.

(り 14C 年代値

14C 年代値は､酸不溶成分､可溶性コラーゲン成分､ゼラチンコラーゲン成分の順に

古い年代が得られた.一般に年代の古い骨､あるいは保存状態の良好でない骨の場合

は､ゼラチンコラーゲンに比べて可溶性コラーゲンが増加する傾向にあり､可溶性コ

ラーゲンはゼラチンコラーーゲンが変成､分解したものと考えられる.したがって､ゼ

ラチンコラーゲンのほうが骨の本質成分の年代を示すものと考えられる.今回､0.4M

の塩酸濃度で脱灰した酸不溶成分をゼラチン抽出した成分と可溶性コラーゲン成分と

で 250年の差が見られたが､脱灰の塩酸濃度が 0.8M の場合は両成分に違いは見られな
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かった.したがって､0.4M の脱灰塩酸濃度ではセルロースチューブ内の可溶成分に外

来有機物が含まれているに対し､0.8M の濃度では､分解されてほぼセルロースチュー

ブ外に出てしまっていることが示唆された.

ゼラチンコラ←ゲン成分の 14C 年代値は 0.4M､0.6M､0.8M いずれの塩酸濃度を用

いた脱灰の場合でも誤差範囲で同じであった.中村 ら(1997)は､本研究と同じ骨片試

料を 1.2M 塩酸によってセルロースチューブ内で脱灰し､ゼラチン抽出をして得られた

ゼラチンコラーゲン成分の 14C 年代値を 4430±80(BP)と報告しており､本研究の値と

一致している.さらにまた､南 ･中村(1997)は､同骨片試料を 0.8M の塩酸によって直

接ビーカー内で脱灰した後､6M 塩酸､110℃で一晩加水分解し､XAD-2樹脂処理を行

って得られた成分について､4500±80(BP)の 14C 年代値を報告している.したがって､

0.4M～1.2M のいずれの塩酸濃度で脱灰した場合も､ゼラチンコラーゲン成分の 14C 年

代値に変わりはなく､信頼性のある年代値が得られることがわかった.しかし､本研

究で用いた試料は比較的保存の良好な化石骨であるので､より保存状態の悪い化石骨

では結果が異なる可能性がある.保存状態の悪い化石骨でも､比較実験を試みる必要

があると考えられる.

【まとめ】

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､ニホンジ

カなどの獣類骨片に対し､骨の有機成分を損失することなく効率的に脱灰を行うため

の塩酸の濃度条件について検討を行った.その結果､塩酸の濃度が 0.4M から 1.OM の

範囲においては､酸不溶成分の収率はほとんど変化がなかったが､濃度が 1.2M になる

と収率は減少する傾向を示し､骨の有機成分の損失が生じている可能性が示唆された.

また､0.4M､0.6M､0.8M､1.2M いずれの塩酸濃度による脱灰の場合でも､ゼラチン

コラーゲン成分の 14C 年代値は誤差範囲で同じ値を示し､XAD-2樹脂処理されたアミ

ノ酸成分もほぼ同じ 14C 年代値を示すことから､信頼性のある年代と考えられる.本

研究の結果から､化石骨の脱灰は 0.4M 程度の塩酸濃度で､セルロースチューブ内で行

うのが適当と考えられる.しかし､保存状態が異なる化石骨では､今回と同様の結果

が得られるとは限らず､さらなる研究が必要である.
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Determinationoftheconditionindecalcificationforafossilbone
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ToinvestigatethebestHCIconcentrationusedfordecalcificationofafossilbonewithout

lossofboneorganicfractions,variousconcentrationsof0.4M,0.6M,0.8M,1.OM and1.2M

HCIwereexaminedtoanalyzecarbon,nitrogenandradiocarbonisotopes.Theboneusedinthe

experimentisafossilfragmentcollectedfrom theAwazusubmarinearcheologicalsite,Shiga.

Theyieldofinsolubledecalcifiedfractionsdoesnotchangeintherangefrom 0.4M to1.OM

HCl,anditdecreasesonI.2M HCl.Theresultsuggeststhatapartofboneorganicfractions

departsfrom thedecalcifledfractionsbytreatmentofhigherHCIconcentration･ The14Cage

forgelatincollagensdoesnotchangeonanyconcentrationsofO.4M,0.6M,0.8M andI.2M HCl,

andcouldbereliablebecausetheXAD-2treatedhydrolysatefractionshowsthesame14cage･

Therefore,0.4M isthebestconcentrationofHCltoefficientlydecalcify thefossilfragmentin

thisstudy. Thefわssilboneusedinthisstudyiswell-preseⅣed,andtheabovebestconditionof

decalcificationdoesnotapplytoanotherpoorly-preservedfossilbones. Itcouldbe,however,

suitabletodecalcifyanyfossilbonewith0.4M HClinacellulosetube.
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