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限外泊過調製法を用いた骨ゼラチンの 14C 年代測定

Radiocarbon dating of bone gelatin using ultrafiltration protocol 

山崎香奈 1 ・南雅代 2 大森貴之 3 ・中村俊夫 2

Kana YAMAMZAKIlO 
. M田ayo 阻NAMI2 • T:北a)'l北i OMORI3 

• Toshio NAKAM1:尽A2

1名古屋大学理学部・ 2名古屋大学年代測定総合研究センター・ 3名古屋大学大学院環境学研究科

lFaculty ofScience, Nagoya u:凶V出i弘 Nagoya， 464・8602， Japan 

2C田町 for Chrono1ogica1 R，田earch， Nagoya U:凶V四ity， Nagoya, 464-8602, Japan 

3Graduate School ofEnvironmenta1 Studies, Nagoya, 464・8601 ， Japan 

Abstract 

Bone is one of the most widely used materials for archaeological 白t也g. It is also relatively 

diffic叫t to be efficiently pre出蹴d， and so new methods for pre出a回.ent have been 凶ed actively. 

Ultrafil岡山n of bone gela出 IS 也oughtωbe effective in reducing environmental con旬血ination

企om soil-derived amino acids as wel1 鎚 degraded gela:出 or 0也釘 short-chain prote也s 泊 m組y

laboratori凶. To study effects of也IS me也od on 14C age, we analyzed va:rious 企actions of col1agen 

(acid-soluble col1agen, gelatin, high molecula:r weight gelatin and low molecula:r weight gelatin), 
which 悶 ex'位協同 by decalcification and ultrafil位置tion. We found 血at the low molecula:r weight 

gelatin often hωdifferent values of isoω'pe ratios and conten旬 of ca:rbon and ni佐ogen 企om 白E

O也.er 企'actions. Thぽ'efore， the low molecula:r weight gelat也 could decrease the precision and the 

accur冨，cy of 14C dating for bone gelatin. 
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はじめに

遺跡などから出土する骨は当時の生活環境など考古学に重要な情報を多数保持している.これらの情

報に欠かすことのできない時間軸を加える目的で骨の 14C 年代測定が行われる.骨の無機成分は土壌中
で容易に交換またはノ対草されやすく，正確な 14C 年代測定には適さない.そのため，多くの研究機関で化

学的風化作用に安定な硬タンパク質の骨ゼラチンが用いられてきた.しかし，骨ゼラチンも腐植酸などの

外来有機物に汚染されていることが多く，これらもまた測定される年代値をずらしかねない.限外漉過調製

法は， 14C 年代羽田l定を行うために骨試料から抽出したゼラチンをさらに分子量でふるい分ける調製法で，最

初にBrownet a1. (l 988)1)によって提言されたものである.この調製法を取り入れることにより分解したゼラチ

ンや外来有機物が除外され正しい 14C 年代をもっ高分子量のゼラチンだけを分離抽出できると考えられ，

近年注目を集めている 2， 3) 本研究では，限外漉過で除外される低分子量のゼラチン成分が 14C 年代値に

与える影響を調べることで限外漉過が正確な 14C 年代測定に有効かどうかの検討を行った.
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試料

今回使用した骨試料は，第 5 回放射性炭素国際比較 (VIRI: The Fi他International Radiocarbon 

Inter-comparison) の骨試料 (Sample E, F , G, I)と，鎌倉由比ヶ浜南遺跡から出土した人骨試料(埋葬遺

構 18B 東， 18B 西)である.

(1) Sample E:マンモス骨

。掴rtz Cr田k遺跡で出土したマンモスの骨盤部分.本研究では骨の級密質のうち，茶色に変色した外側

部分と変色していない内側部分とを分けて分析した.合意値は 39，305 :t 121 BP. 

(2) Sample F :馬骨

シベリアにあるスキタイの埋葬地の1っから出土した馬骨.合意値は 2，513 :t 5 BP. 

(3) Sample G:人骨

青年期の女性.合意値は 969 :t 5BP.

(の Sample 1: クジラ骨

スパールパル諸島の Svenskoya 島の海岸から出土したクジラの顎骨.合意値は 8，331 :t 6BP.

(5) 18B 東:人骨

鎌倉由比ヶ浜南遺跡の単体埋葬から出土した壮年期の女性.

(6) 18B 西:人骨

18B 東と同ーの単体埋葬から出土した壮年期の男性.

実験方法

骨試料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あと凍結乾燥して

ステンレス乳鉢で粉砕した.脱灰は 2 種類の方法(脱灰 A， B) で行った.脱灰 A では，骨粉末をセルロー

スチューブに封入し O.IM の塩酸の入ったビーカーに入れて脱灰した.脱灰終了後，ビーカー内の塩酸を

蒸留水にかえて透析を行い，セルロースチュープの内容物を遠心分離し酸可溶成分(酸可溶コラーゲン)と

不溶成分とに分けて凍結乾燥した.脱灰B では，遠沈管に直接骨粉末と 0.6M の塩酸を入れて脱灰した

脱灰終了後は遠沈管の内容物を遠心分離し，酸可溶成分と酸不溶成分とに分けて凍結乾燥した.さらに，

両脱灰後の酸不溶成分に蒸留水を加えて 90"Cで一晩ゼラチン抽出を行い，遠心分離してその上澄み凍

結乾燥した.抽出したゼラチンの一部を限外櫨過した.限外漏過に用いる遠沈管 (Vivasp泊四6，

30回MWCO[molecular weight cut 0伺)の洗浄と限外海過の方法は主としてRamsey et al.(2004)勾の方法

に基づいたピパスヒ。ンは蒸留水を2度遠心分離した後，蒸留水中で繰り返し超音波洗浄し再び蒸留水を

遠心分離して洗浄を行なった.限外漉過はゼラチン 50-60mg を蒸留水約 5m1に溶かして行い，上液が

1・2m1ほどに減少するまで 300伽pmで遠心分離した (2.5h.・ 17h) .ただし，長時間遠心分離することによる新

たな汚染の混入を避ける目的で，一部の試料において本研究独自の2つの方法(上液残量に関わらず2.5

時間の遠心分離で限外漉過を終了する方法と限外漉過するゼラチン量を通常の約半分に減らして行う方

法)で限外櫨過した.限外滅過後，その上液(高分子量ゼラチン)と下液(低分子量成分)をそれぞれ凍結

乾燥した.

酸可溶コラーゲン，ゼラチン，高分子量ゼラチン，低分子量ゼラチンの4成分について，それぞれ酸化銅，

還元銅，銀線とともに石英管に真空封管して 850 度で加熱し，真空ラインを用いて生じた気体を N2l: C02 

に精製した.N的精製は，線状モレキュラシープス (13X，1I16) に吸着させる方法で行った. C02fこついて

は 14C 年代測定用と安定同位体比測定用に2分割した 14C 年代測定用の C02fま，鉄触媒を用いて水素

還元し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(団位、'oltage Engineering Europe Model 4130-AMS) により 14C 年代測定を行った.炭素およ
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ぴ窒素安定同位体比は気体用質量分析計 (Finnig岨MA:下252) により測定した.また，ゼラチンと高分子

量ゼラチンについては，炭素および窒素含有率を元素分析計 (CE Ins佐uments NC2500) により測定した.

結果と考察

図 1 から図 6 に各成分の測定結果(炭素含有率，窒素含有率， C!N モル比， ﾕ13
CPDB , �

1'NAJR , 14C 

age )の関係を試料ごとに示す.図中の SC は酸可溶コラーゲン， GC は限外漉過を施すまえ前の骨ゼラチ

ン， highGC は骨ゼラチンを限外浦過した結果上液中に残った高分子量ゼラチン， lowGC は限外漉過膜を

通過した低分子量成分を示す.炭素含有率は，元素分析計で測定した値の他に，燃焼して生じる CO卓

から算出したおおよそのイ酎〉並べて示した 14C年代測定の標準体にはNIS下HOxII 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 1u で示した.

(1) 炭素および窒素含有率(図 1 および 2)

ゼラチンの炭素含有率は，元素分析計で測定した値と燃焼して生じた co:d量から算出した値とが数%の

範囲内で一致していることから，後者の値も信頼できる値であることがわかる.したがって，量の少なさから

元素分析計での測定が行なえなかった酸可溶コラーゲンおよび低分子量成分の炭素含有率は，生じる

CO轟から算出した値を用いて考察を行なった.一般的にゼラチンの炭素および窒素含有率はそれぞれ

約 40 wt.%と約 15 wt.%である.どの試料においても，ゼラチンと高分子量ゼラチンの含有率はその許容

範囲内に収まっているため，骨からのゼラチン抽出が正しく行われたことがわかる.漉過前後のゼラチンで

比較すると，ほとんどの試料で櫨過前のゼラチンよりも濯過後の高分子量ゼラチンの両含有率が高い.ま

た，ほとんどの試料で酸可溶コラーゲンおよび低分子量成分の炭素含有率がゼラチンよりも低い.この要

因は，酸可溶コラーゲンや低分子量成分が空気中の水分を含みやすいことと，ゼラチン中に残留した金属

イオンや塩素が限外櫨過で低分子量成分側に分離されることにある.水分を含みやすい性質は，これら2

成分が凍結乾燥後でも封を開けるとすぐに空気中の水分を吸収し粘着質になることから判断できる.水分

を含みやすい成分は，埋葬土壌中や試料調製の過程で細かく分解したコラーゲンやゼラチンか，親水基

を多くもつ腐植酸等の外来有機物である可能性が高く，試料調製中も外からの汚染を受けやすい.したが

って，限外猪過でこれらの成分を取り除くことでよりE確な 14C 年代測定が可能になると考えられる.金属イ

オンや塩素が低分子量成分側に分離されることは，燃焼後の石英管を見るとわかる(図 7). ほとんどの石

英管の内壁が白く変色しているのに対し，漏過後の高分子量ゼラチンの石英管はもとの透明な状態をよく

保っている.石英管内壁の変色は，脱灰の際に高濃度の塩酸を使用した試料の際に特に顕著に見られる

ことから，燃焼する成分に付着した金属イオンや塩素が原因と考えられる.これらは直接 14C 年代をずらす

ことはないが燃焼中に石英管の破損を生む原因となるため，限外鴻過で取り除くことでより効率の良い 14C

年代測定が可能となる.

(2) C!N モル比(図 3)

ゼラチンの C!N 比は，モル比で 2.9-3.5が許容範囲であるの.限外漏過前のゼラチンおよび漉過後の高

分子量ゼラチンの C!N 比はともにこの範囲内に収まっており，さらに，両者に明瞭な差は見られない.フミ

ン酸やフルボ酸等の腐植物質は比較的高い C!N 比(モル比で約 10-50) を持ち，ゼラチンの 10 wt.%程度

に相当する腐植物質が限外漉過で取り除かれた場合にはゼラチンの C!N 比に影響を与える.今回の実験

では，限外漉過で除外された低分子量成分は漉過前のゼラチンの約 5-10 wt.%だったことから，低分子量

成分内の腐植物質が占める割合は高くなかったことがわかる.一方，脱灰方法で比較すると，ほとんどの試

料において脱灰 A で抽出したゼラチンは脱灰 B のものより C!N 比が高くなる傾向が示された.低濃度(約

O.4M 未満)の塩酸で脱灰すると高濃度(約 O.4M 以上)の塩酸で脱灰したときよりもゼラチン C!N 比が高く
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なる傾向はこれまでにも確認されておりへ低濃度の塩酸で行う脱灰ではゼラチンに腐植物質が残留する

ことが懸念されていたしかし，本研究で，限外漉過をしてもその C/N比に変化が生じなかったことから，

C/N比に影響を与えているのは腐植物質の残留よりも脱灰時の塩酸濃度によって異なるゼラチンのアミノ

酸組成である可能性が示唆される.
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(3) 炭素および窒素安定同位体比(図 4 および 5)

図 7 VIRI・G の燃焼後の石英管.左から SC， GC1 ， GC2

highGC1 , highGC2, lowGC. 

Fig. 7 The combus旬dquar包 tubes for VIRI-G 

From the leftωright: 

SC, GC1 , GC2, highGC1 , highGC2 姐dlowGC

炭素安定同位体比は PDB 標準体の 13C/2C 比からの偏差として，

ﾖ
13CPDB = [(13C/12C)岨岬lJ(13C/12C)PDB 阻制一1.0 ] X 1000 (%0) 

で定義される.また，窒素安定同位体比は大気の 1~/"N比からの偏差として，

δ15N凪 = [C~/"N)叫lJC5N/1"N)AIR s国側一1.0]X 1000 (%0) 

で定義される.測定誤差は共に士0.1%。である.骨ゼラチンの炭素および窒素安定同位体比はその動物の

食性によって決まり，食性復元や古環境復元に利用されている 6， 7) 全試料のゼラチンにおいて，食性から

推測される範囲と調和的な同位体比が得られた.また， VIRI 試料のゼラチンの炭素安定同位体比は VIRI

で得られた中央値とほぼ一致した.このことから，すべての試料で正しくゼ、ラチン抽出と燃焼後の CO2 およ
びN2の精製が行われたと考えられる.また，滴過前のゼラチンと高分子量ゼラチンの値に不自然な相違が
見られないことから，限外漏過によって新たに加わった汚染が小さかったことがわかる.酸可溶コラーゲン

の同位体比はゼラチンと同程度だが，低分子量成分の同位体比はほとんどの試料でゼラチンの許容範囲

を超えて小さい.また，そのことを反映して高分子量ゼラチンの値は滅過前のゼラチンよりもわずかに大き

い.低分子量成分がゼラチンと異なる同位体比をもつことはゼラチンとは起源の異なる成分を含んでいるこ

とを示しており，さらに，その割合は酸可溶コラーゲンよりも高いと推測される.さらに，植物由来の物質の

同位体比が動物がもっ値より小さいことから(ただし， C4植物の炭素安定同位体比を除く) ，低分子量成分

に含まれる異物として土壌埋葬中の腐植酸等が考えられる.今回使用したゼラチン含量の高い骨にも少量

ではあるがこのように起源の異なる成分が含まれていることから，多くの骨試料の 14C 年代測定および安定

同位体比分析に限外滴過調製法が有効に働くだろう.

(4) 14C 年代(図 6)

VIRI の中央値とゼラチンの測定結果は，誤差範囲を考慮するとおおよそ一致したとし、える.VIRI は参
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加した研究機関のほとんどが限外海過をしない従来の試料調製を行なったため，特に低分子量成分がゼ

ラチンと異なる年代をもっ VIRI-E および Gでは真の年代値と VIRI の中央値との聞に有意な差が存在す

る可能性が高い. VIRI-E や I のような年代の古い骨では測定誤差範囲を超える値の不一致が生じたが，

高分子量ゼラチンの測定では漉過前のゼラチンよりもそれが少なく比較的再現性の良い年代値が得られ

た.また，鎌倉由比ヶ浜南遺跡で出土した2体の人骨は同一の単体埋葬から出土したことから同じ年代値

をもっと推測されるが， 2体のゼラチンの年代値は誤差範囲内で一致し，高分子量ゼラチンの年代値はさ

らによく一致した.このように，漉過前のゼラチンよりも漉過後の高分子量ゼラチンで再現性のよい年代値

が得られたことは，限外櫨過することでゼラチン中に含まれる異なる年代値をもっ外来物や分解されて年

代値のずれたゼラチン成分が除外されゼラチンが純化されたことが要因と考えられる.さらに，変色が見ら

れた VIRI-E 外は低分子量成分と同様に， VI阻ーE 内のゼラチンのよりもわずかに若い年代値を示した.こ

のことは，化学的風化作用を受けた骨も，ゼラチンを限外浦過して低分子量成分を除外すれば測定される

年代値を真の値に近づけるととが可能であることを示唆している.酸可溶コラーゲンは安定同位体比と同

様に年代値においても，低分子量成分との共通性はほとんど見られない.また，全試料の高分子量ゼラチ

ンの年代値に異常な値は見られなかったことから，限外漉過がゼラチンに加えた汚染は古い年代値にも若

い年代値にも影響を与えないほど小さいことがわかる.

(5) 脱灰条件が限外海過に与える影響

O.6M・HCl による脱灰 B を行ったゼラチンの限外諸過は， O.IM・HCl による脱灰Aを行ったゼラチンよりも

はるかに短時間で行うことができる.また，脱灰Bのゼラチンのほうが脱灰Aのゼラチンよりも低分子量成分

の占める割合が高い.これらの傾向は，脱灰の塩酸濃度が高いほどゼラチンの加水分解が進み，浦過膜

の目詰まりが起こりにくくなることが要因である.したがって，ゼラチン含量の高い骨試料では高濃度の塩酸

で脱灰を行うことによって，効率の良い限外積過を行うことができる.

(6) 限外漉過条件が年代値に与える影響

VIRI-E 内およびF は他と比べて浦過速度が遅く時間を要する試料で，両者は共通して他試料よりも高分

子量成分での 14C 年代値のばらつきが目立った.このことから，鴻過速度の遅い試料はフィルターの目詰

まりによってゼラチンの漉過が十分になされない可能性が示唆され，漉過時聞を短縮するための限外漉過

条件を検討する必要がある.上液残量に関わらず 2.5時間の遠心分離で限外漉過を終了する方法では，

限外漉過が通常の限外瀦過の場合と同程度になされているかどうかの検討が重要であるが，通常の場合

と同様に漉過後のゼラチンで炭素および窒素含有率が増加し，安定同位体比は低分子量成分が小さく漉

過後のゼラチンの値が漉過前のゼラチンの値よりやや大きくなる傾向が見られた(E外以外の VIRI 試料).

また年代値にも大きな違いは生じなかった.したがって，上液が 1m!程度まで減る前に限外諸過を終了し

でも低分子量成分は同様に除去されゼラチンの同位体比や 14C 年代値に影響を与えないと考えられる.し
かし，特に 14C 年代値については限外漉過の影響を受けやすい汚染の進んだ骨試料を用いて同様に検

討を行う必要がある.ゼラチン量を半分程度に減らして限外滅過する方法では，ゼラチンが少ない分櫨過

膜の目詰まりも生じにくく，通常の半分程度の時間で限外櫨過を施すことができた (VIRI-I-A2) .また，滅

過するゼラチン重量が数割程度減れば漉過時間を短縮できる傾向がみられる (VIRI-E 内および F). つま

り，一度に限外漏過するゼラチン重量は脱灰時の塩酸濃度と同様に限外海過に要する時間を左右する重

要な因子になりうる.したがって，ゼラチン含量が低く高濃度の塩酸で脱灰を行えない骨試料では，低濃度

の塩酸で脱灰する代わりに限外漉過するゼラチン重量を減らすことで効果的に限外満過できると考えられ

る.
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まとめ

限外泊過調製法は，ゼラチンを限外鴻過することで外来有機物や汚染されたゼラチン成分を低分子量

成分として取り除くことができ，より正確な 14C 年代測定が可能となると考えられている.本研究ではこのこと
を確かめるために，限外漉過で除外される低分子量成分に着目し低分子量成分が 14C 年代値に与える影

響について検討を行った.

汚染された成分として酸可溶コラーゲンについてもゼラチン成分と同様に分析を行ったが，炭素含有率

以外の同位体比および 14C 年代値ではゼラチンと類似する傾向を示した.このことはゼラチン含量の高さと

同様に，使用した骨試料の保存状態の良さを示している.ところが，ゼラチンから限外滅過によって除外さ

れた低分子量成分はほとんどの分析結果でゼラチンとは異なる傾向を示し，ゼラチンとは起源の異なる成

分を含んでいることが確認された.このような異物が保存状態の良い VIRI 試料から抽出したゼラチン中に

も存在することから，多くの骨の同位体比分析および 14C 年代測定で限外滞過調製法が有効に働くと考え

られる

また，低濃度の O.lM-HClで脱灰したゼラチンの限外鴻過は，満過膜の目詰まりが生じ長時間を要するこ

とが多いため新たな汚染の混入が懸念されるが，この問題点は鴻過するゼラチン量を減らすことで解決で

きる.今後は，より効果的に限外漉過するために，脱灰および限外満過の最適条件についてさらに詳細な

検討が必要である.
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