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Introduction

　　　　In　the　previous　papersi’2）　it　has　been　reported　that　two　spots　of　sphingophospholipids

were　detected　on　sphingomyelin　region　of　Silica　Gel　thin－layer　chromatograms　of　lipids

from　rat　plasma，　erythrocytes　and　liver．　lt　has　been　also　shown　that　in　erythrocytes　the

incorporation　of　32P　into　the　slow　moving　spot　was　remarkably　higher　than　that　into　the

fast　moving　one2）．

　　　　There　have　been　some　other　reports　noting　two　spots　on　thin－layer　chromatograms

for　sphingomyelin　from　human　plasma3N5）　and　chylomicron6），　sheep，　hog　and　steer　sera，

egg　yolk7）　and　ox　brain8）．　Only　a　few　investigations　have　been　reported　briefly　on　the

nature　of　these　lipids　in　human　plasma‘’8）　but　not　yet　of　those　in　erythrocytes．

　　　　In　the　present　study　these　fast　and　slow　moving　sphingophospholipids　（SPL－F　and

－S）　separated　from　human　erythrocytes　and　plasma　were　compared　with　each　other　and

an　att’einpt　was　made　to　elucidate　the　difference　in　their　chemical　structures．

Experimental

　　1．　Prepa？’ation　of’　Fast　and　Slo’Lv　Mo’ving　SphingoPhospholipids　（SPL－F　and　一S）．

　　　　Matev－ials　and　Lipid　Extrciction　Human　ACD　blood　was　supplied　from　the　Blood

Bank．　Plasma　was　separated　from　b！ood　cells　by　conventional　procedure，　Blood　cells

were　suspended　in　physiological　saline　and　erythrocytes　were　separated　from　plasma　and

leucocytes　by　repeated　centrifugation　at　220　x　g．　Plasma　and　erythrocytes　were　extracted

overnight　with　25　volumes　of　chloroform－methanol　（2：1，　VIV）　at　room　temperature

respectively．　The　lipid　extracts　were　washed　by　Folch’s　procedure9）．

　　　　Pi－apa7－ation　of　Phospholipids　Stable　to　Mild　Alkaline　a．nd　Acid　Hbld7’olrvsis　The

phospholipids　separated　by　silicic　acid　column　chromatography　were　first　subjected　to

the　mild　alkaline　hydrolysis　by　the　procedure　of　DawsoniO）．　The　alkali－stable　lipids

were　dissolved　in　HCI－chloroform－methanol　（containing　O．7　me，　of　conc．　HCI　in　20　me．

of　chloroform．methanol　2：1（V／V＞．1ess　than　50μg．　of　lipid　phosphorus　per　mのand

incubated　for　30　minutes　at　370C．　After　incubation　the　reaction　mixture　was　washed

immediately　by　Folch’s　procedure9）　and　the　organic　solvent　layer　was　evaporated　to

dryness　in　’va．cLto　at　room　temperature．　The　alkali－and　acid－stable　lipids　thus　obtained

were　redissolved　in　chloroform．　Four　grams　of　activated　silicic　acid＊　was　packed　in

a　column　of　1　cm．　diameter　by　slurrying　with　3－4　volumes　of　methanol　and　the　column

＊　Mallinckrodt　（100　mesh），　activated　at　120PC　for　12　hours．
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was　washed　with　chloroform　sufllciently．

Five　me．　of　the　chloroforrn　solu．t’ion　con－

iL’ ＝Fining　less　’than　1．ZO　rng，　cf　，’・’．，lkall，一　and

acid－stable　lipids　v，’as　apl］lied　ontc　the

coiumn　and　then　eluted　xvith　the　follow－

ing　solvent．s　succ’　essively　；　．30’　me，　of　chlo－

rcform，．　25　i：，ig．　of　ch1tDroform－ifrLiethanol

（c－M）　（so：1？o，　v／v），　20r　ine．　of　c－M．　（G，o：

40，　VIV），　！50　me，　．cf　C－M　（40　z　60，　VIV），

・1？．5　me．　of　C－M　（？．o：80，　V／V）　and　50　mt／．

of　methanol．　Each　fraction　iiTag．　exam－

ined　by　thin－layer　chromatography　and

phosphorus　deterrn，lnation．　Sphingop］nos－

pholipids　were　eluted　in　C－M　（40　：　6e，　V！

V）　fraction　（Fig．　1），

　　　　F7一…ti・？・clt’i・・．・（’f’5P五一Fα’．zd－sろツ

71／・．ガ・．・一Ltりiel－C1・．・…鷹・9・一・ψ妙（TLC・）

Thin－layer　plates　（10×20　cm．）　of　500　／．t

thickness　were　prepared　with　Silica　Gel

G＊　by　the　procedure　of　Stftc　hlii）　and　were

activated　for　2　hours　at　！200C　before　use．

The　alkali一　and　acid－stable　phospholipids

（less　than　250　／ig．　of　lipids　in　O，25　me，　of

chloroform　per　plate）　were　applied　on

plates　as　a　＄treak　and　developed　with

chlorofor皿一methano1－water（65：25140r

75：25：0，5，　V／V）　at　room　temperature．

For　the　detection　of　lipids　purified　Rhod－

amine　B　was　used．　Fifty　me，　of　O．．05％

commercial　Rhodamine　B　in　C－M　（80：

20，　VIV）　was　passed　throug．　h　a　column

（diameter　1　cm．，　activated　silicic　acid　4　g．）

whieh　had　been　washed　with　C－M　（80：

20，V／V）．　Most　of　the　dye　was　eluted

with　additional　5　m／　of　C－M　（8C　：20，　V／V），

　remame

1

Fig．　1
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　1：　Original

alkaline　hydrolysis，

mild　alkaline－acid　hydrolysis　（C－M　（40　：　60　V／V）

fraction　of　si1icic　E　cid　column　chromatography

of’　milcl　alkaline－ancl　acicl一　stable　lipids），

　　PLE＝phosphatidyleth．anola皿ine，　PLC：phos－

ph・a，　tidylcholine，　SPL－F：　fast　moving　sphingo－

phospholipid，　SPIiS：　slow　moving　sphingo－

phospholipicl，　Lysoiec．　：　lysophosphatidylcholine．

　　Detected　by　phosphomolybdic　acicl　spray．

Developing　solvent　；　chloroform－methanol－wtiter

65：25：4　（V／V）．　See　text　for　other　detai］s．

　　・2　S　1　　2　　3

Plasma　ErythrQcyte．＄

Thin－layer　chro．matograms　of　alkali－

and　aeid－stabje　lipicls　from　plasma　ftc　nd

erythrocytes．

　　　　　lipids，　2：　lipids　stable　to　niild

　　　　　　　　　　3：　phospholipids　stable　to

　　　　　　　d　on　the　colurnn　and　could　be　eluted　with　methanol，

as　use　of　commercial　Rhedamine　B　without　purification

removal　of　the　dye　from　sphingQphospholipids．

ture　the　Rhodamine　B　in　C－M　（80：20，　V／V）

were　visualized　under　UV　light　（Fig．　2）．　Each

ic　nd　the　lipid　was　extracted　three　times　by　refluxing　with

respectively．　SPL－F　or　一S　were　extracted　together　with　the　dye．

＊　Merck，　A．　G．　Darmstadt，　Germany．

Although　small　amounts　of　the　dye　st．ill

　　　　　　　　　　　　　use　of　this　fraction，　as　vgTell

　　　　　　　，　caused　a　difliculty　in　subsequent

　After　drying　the　plate　at　room　tempera－

solution　was　sprayed．　The　lipid　regions

band　of　SPL－F　ic　nd　一S　was　scraped　off

　　　　　　　　　　　5　to　！0　volumes　of　methanol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　The皿e．thanol　extract

i
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was　evaporated　to　dryness　in　’vacLio　below

500C．　The　residue　was　dissolved　in　5　m・g．

of　C－M　（80：20，　V／V）　〈containin．a　less　than

20　mg．　of　lipid＄）　and　applied　onto　a　column

as　described　above．　The　column　was　eluted

first　with　2．，O　m，e．　of　C－M　（80：20，　V／V），　next

with　20　mg．　of　C－M　（60：40，　V／V）　and　then

with　100　me，　of　methanol．　The　dye　was

eluted　in　the　C－M　fractions　and　pure　SPL－F

or　一S　were　well　recovered　in　methanol　frac－

tion．

　　　2．　／’roceda’i－es　一fb7一　／’he　L”：vct’iitiJnLttion　oLf’

　　　　　　Che／izicαI　N・ztL〃一e　Of　SPL－F　and－S．

　　　　Mぬ〃Zoliys・is　and　Hbed7一・lysisげSf’L－F

（md　一S，　P7－ocedzLre　1：　The　methanolysis

and　the　separation　of　the　products　were

carried　out　by　the　procedure　of　Sweeley　and

Moscatellii2），　SPL－F　or　一S　（less　than　15

mg．　o．f　lipids）were　dissolved　in　2エn4．　o：f　2N

HCI－methanol　（conc．　HCI－methanol　2　：　10　V／

V）　and　refluxed　for　8　hours．　The　reaction

mixture　was　then　fractionated　quantitatively

into　fatty　acid　ester，　long－chain　base　and

water　soluble　hydrolysate　fractions．

　　　　Procedure　II：　For　the　paper

hydrolysates　the　procedure　of　Rouser　et

hydrolysis　condition．　SPL－F　or　一S

me．

was　extracted　three　times　with．　3　me．

repeatedly　to　remove　HCI，

to　the　paper　chromatography．

　　　　Gα5－Lゆか4
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Fig．　2　Separation　of　SPIiF　ancl　一S　by

　　　　　　thin－layer　chrQlna亡Qgral）hy，

　　　Visualized　by　Rhodamine　B　spray　and

　　UV　light，　Developing　solvent：　chJoro－

　form－methanol－water　65　：　25　：　4　（VIV）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chromatographic　exarnination　of　the　water　soluble

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a／．i3）　was　used　with　a　slight　modification　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（less　than　15　mg，　of　lipids）　were　hydrolyzed　with　3

0f　4N　HCI　in　a　sealed　tube　at　1200C　for　Ll　hours．　After　cooling　the　reaction　mixture

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　n－hexane．　The　aqueous　layer　was　evaporated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　residue　wa＄　redissolved　in　water　ancl　subjected　directely

　　　　　　　　　　　　　　　Ch7’omatograp17．bl　（GLC）　of　Fatty　Acid　Methyl　EsteiAs　The　fatty　acid

ester　fraction　（Procedure　1）　was　evaporated　to　dryness　in　’riacLto　below　500C．　The　residue

（less　than　20　mg．　of　lipids）　was　dissolved　in　5　mg．　of　hexane　and　applied　onto　a　column

（di・m・t…1・m・）P・・k・d　with　29…n－acti・・t・d・ili・ic　acid－HyH・S・p・・C・1・（1・1，　W／W）

by　slurrying　with　chloroform．　The　column　was　eluted　with　50　me．　of　chloroform－hexane

（10　：　90，　V／V）．　The　fatty　acid　methyl　esters　were　eluted　in　the　chloroform－hexane　fraction

and　this　fraction　was　evaporated　to　dryness．　The　residue　was　redissolved　in　chloroform

and　submitted　to　GLC．

　　　　GLC　was　performed　with　Hitac’hi　gas　chromatograph　model　KGL－2B　equipped　v，Tith

flame　ionization　detector　（H2）　and　a　Golay　column　BDS－45　（butanediol　succinate，　O．5　mm．

×45　m．），　The　operating　temperature　was　1950C　or　1700C　and　He　was　used　as　a　carrier

＊　Johns－Manville，　U．　S．　A．
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gas　with　a　pressure　of　O．5－O．6　kg／cm2．　，

　　　　rTLC　of　Long－Cha．in　Bases　The　long　chain　base　fraction　（procedure　1）　was　evapo－

rated　to　dryness　in　’vacao　below　500C．　The　residue　（less　than　10　mg．　of　lipids）　wafi

dissolved　in’ T　me．　of　chloroform　and　applied　onto　a　column　（diameter　1　cm．，　activated

silicic　acid　4　g．，　washed　with　chloroform）　as　described　before．　The　elution　was　carried

out　first　with　20　me．　of　chloroform　and　then　with　40　me’ D　of　C－M　（20：80，　VIV）．　The

long　chain　bases　were　eluted　in　C－M　fraction．

　　　　This　fraction　was　thin－layer－chromatographed　with　the　plates　of　250　x．t　thickness

of　Silica　Gel　G　activated　at　1200C　fQr　2　hours　before　use．　ChlQroform－methanol－2N

aq．　ammonia　（40：10：1，　VIV）　according　to　Sambasivarao　and　McClueri‘）　was　used　as

a　developing　solvent．　The　spots，were　detected　by　ninhydrin　spray．

　　　　P。Pei一隅…卿・iphy　of　VVateiA　S・1・ble　Hovdrolysa，te・Th・w・・・…1・bl・h・d「o－

lysates　r iprocedure　II）　were　paper－chromatographed　by　ascending　technique　with　the

following　developing　solvents　；　phenol　saturated　with　water，　9590　ethanol－conc．　ammonia

（95：5，　V／V）　or　n－butanol－glacial　acetic　acid－water　（100：30：’85，　VIV）i5），　The　spots　were

detected　by　the　same　reagents　as　described　below　for　qualitative　test　on　TLC．

　　　　／’ei’foi－mic　Acid－H」04　Oa：idati’ve　ClectzJage　oLf’　SPL－F　（md　一S　SPL－F　or　一S　（15

mg，）　were　directly　subjected　to　the　performic　acid－HIO4　oxidative　cleavage　followed　by

KMnO4　oxidation　and　acid　hydrolysis　（Scheme　1）．　The　procedure　used　was　based　on

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ou

R－cH＝cH－c

戟m一cF｛一cH2－o一／／．　一〇一cH2－cH，一N’　（cH3　），　i．一ill一・／／；Oo一　t…if　・　ISOH一一一一一一．

　　　　　　　　　　　　　　　OH　NH　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　co

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o－

　　　　　R－cH－cH－cH－cH－cH，一〇一b－o－cl－1，rcH，一N＋ccH，），　．！90L4　．L，

　　　　　　　　1　　L　h　L一　）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　OH　OH　OH　NH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　co

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　or

　　　　　R－cHo＋HcooH＋oHc－CH－CH，一〇一b－O－CH，一CH，一N’　（CH，　），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CO　1　KMnO4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R’　；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．1　6N　HCI

　　　　　I－looc－cH－ci一／・，一6H一＋　Rt－cooH　＋　H，Po，　＋　Ho－CH，一CH，一N’i’　（CH，　），

　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　NH2　一一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〇

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（十　HO－P－O－CH，一CH，一N’i’　（CH．，　）3　）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　J

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　1．　Performi’c　acid－HIO4　oxidative　cleavage．
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that　of　Marinetti　et　ali6）．　The　fraction　of　hydroxyamino　acid　produced　by　this　oxidation

was　separated　and　examined　by　the　following　paper　chromatography．

　　　　PaPe7一　Ch7’o・matographbl　of’　Hydroxpua’mi7zo　Acids　For　desalting　the　hydroxyamino

acid　fraction　was　first　passed　through　a　column　of　Amberlite　IR－120　（H” j　and　amino

acids　were　eluted　from　the　column　with　IN　aq．　ammonia．　The　alkali　eluate　was

evaporated　to　dryness　in　’vacuo　to　remove　excess　ammonia，　The　residue　was　redissolved

in　water　and　then　passed　through　a　column　of　Amberlite　IR　A－410　（OH一 j．　Amino
acids　were　eluted　from　the　column　with　IN　HCI，　The　acid　eluate　was　evaporated

repeatedly　to　dryness　in　’vacuo　at　400C　to　remove　exeess　1’ICI，　The　residue　was　applied

on　paper　after　redissolving　it　in　a　small　volume　of　water．

　　　　Paper　chromatography　was　carried　out　by　ascending　technique　with　the　following

solvent　system＄；　phenol－water　（7：3，　V／V），　n－butanol　saturated　with　water　and　col］idine

saturated　with　water．　The　spots　were　detected　by　ninhydrin　spray．

　　　　GLC　of　KA4nO4　Oxidation　P7：0dttcts　of　Long－Chain　Ba．ses　The　long－chain　bases

were　prepared　from　plasma　and　erythrocyte　sphing’omyelin　fractions　by　the　niodified

methanolysis　procedure　by　Gaver　and　Sweeleyi7）　in　which　a　minimum　formation　of　3－O－

methyl　derivatives　took　place．　The　bases　were　purified　by　the　silicic　acid　chromato－

graphy　and　then　subjected　to　KMnO4　oxidative　cleavage　in　acetic　acid　according　to　the

procedure　Qf　James　and　WebbiS）　（Scheme　2）．　The　fatty　acids　produced　by　the　oxidation

were　methylated　by　reflux　with　dry　3N　HCI－methanol　（2　mg．　of　lipids／mg，）　for　3　hours

and　were　subjected　to　GLC．

　　　　R－CH＝CH－CH－CH－CH2　一
　　　　　　　　　　　　　　　　i　　l　　［

　　　　　　　　　　　　　　　OH　NH，　OH

　　　　　　　　　H“　in　CH：OH

　　　　　　　　！　（H，so，）

　　　　R－CH－CH－CH－CH－CH2　一一一　一一一一一一　一　R－COOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　［　1　1

　　　　　　　　　　　　　　　　0　NH2　OH　L　KMnO4
　　　　　　　　　　　　　　　　　［　i　　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　CH3　1，　in
　　　　　　　　　　　　　　　and’　1　acetic　acid

　　　　（R－CLI－CH－CH－CH－CH2）一i一　・・一一一・…　一一　（R－CH－COOH）

　　　　　　　　　［…　．1”一　1”　’　［
　　　　　　　　　OCH3　NH2　OH　OCH，
　　　　R－CH2－CH，一CH－CH－CH2　”
　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　1　1　一一一一一一…．　R－CH，一CH，一COOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　OH　NH2　OH

　　　　R－CH2－CH－CH－CH－CH2　”
　　　　　　　　　　　　　1　1　1　1　一一一一一一．　R－CH，一COOH
　　　　　　　　　　　　OH　OH　NH，　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　2．　KMnOd　oxidation　of　long－chain　bases．

　　　　Other　Methods　lnfrared　（IR）　spectra　were　recorded　by　means　of　Hitachi　double

beam　infrared　spectrophotometer　Model　EPI　S－2　with　NaCl　prism　using　cells　of　O．5　mm．

or　O．1　mm．　thickness．　Chloroform　was　used　as　a　solvent，

　　　　For　the　qualitative　test　Silica　Gel　G　thin－layer　plates　of　250　pt　thickness　were　used．

The　detection　of　spots　was　carried　out　by　spraying　the　following　reagents　；　590　phospho一
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molybdic　acid　in　95　e／o　ethanol　for　lipids，　Hanes－lsherwood’s　reagenti”）　and　UV　light

for　phosphorus，　Dragendorffs．　reagent20）　for　quaternary　ammonium　compounds，　O，2S70

ninhydrin　in　n－butanol－10％　acetic　acid　（｛5　：5，．　V／V）20）・　for　free　amino　group，　10％　diphen－

ylamine　in　9590　ethanol－conc．　HCI－acetic　acid　（20：100：80，　V／V）20）　for　glycolipids　and

Schiff’s　reagent2i）　for　fatty　aldehydes．

　　　　For　the　estimation　of　phosphorus　Bartlett’s　method22）　was　used　and　nitrogen　was

determinecl　by．　the　method　of’　a　direct　nesslerization　of　the　Kjeldahl　digests　with　KCN－

Nessler　reagent　acccrding　to　Minari　ac　nd　Zilversmit23）．

Results　and　Discussion

　　　In　this　experiment　one　liter　of　human　blood　was　used　and　the　amounts　of　lipid

phosphorus　fouAd　at　each　step　of　the　separation　procedures　were　as　follows；　31，42　mg．

and　49．62エng．　in　original　extracts　of　plas．ma　and　erythrocytes，5．81　mg．　and　14．25　mg．

in　alkali－stable　lipid　fractiens　ancl　4，29　mg．　and　11，26　mg．　in　d”lkali－anqi　acid－stable

phospholipid　fraction’s，　respec’tively．　About　90．59to　of　alkali一　and　acid－stable　phospho／lipids

consi・sted　c’／／　these　sphirtgophosp！o．olipids　and　the　ratios　of　SPL－F　to　SPL－S　by　lipid

phosphoi’us　were　2．6　in　plasrr，　］1a　and　E3，2　in　ery，　thrccytes．　The　recovery　o．F　lipid　phosphorus

from　the　thin－layer　plate，s　was　90，Ltr96，59（o．

　　　　By　this　thln－layer　chromato，cr．raphic　procedure　SPL－F　and　一S　were　well　separated
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Fig．　3　Thin－layer　chromatograms　of　plasma　and　erythrocyte　SPL－F　and　一S．

　　　AAS　：　lipids　stable　to　the　mild　all〈aline－acid　hyclrolysis　（same　as　3　in　Fig，　1）．

F：fast　moving　sphingophospholipid（SPレF）．　S＝slow　moving　sphingophos－

pholip三d（SPL－S）．　F十S：amixture　of　the　separated　S．PL－F　and－S．

　　　Developing　・solvent　：　ch］oroform－methanol－water　65　：　25　：　4　（V！V）．

　　　Detected　by　phosphomolybdic　acid　spray　for　lipid　（A），　Hanes－lsherwood’s

reagent　spray　and　UV　iight　for　phosphorus　（B）　’and　Dragendorff’s　reagent

spray　’For　quaternary．　ammonium　g．roup　（C），
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from　each　other　without　any　contamination　as　shown　in　Fig．　2　and　3．　Attempts　to

fractionate　these　two　lipids　by　silicic　acid　or　Silica　Gel　G　eolumn　chromatography　were

also　made　without　success．　X？Vhen　iodine　vapour　and　fluorescein　derivatives　were　used

for　the　visualization　of　the　lipids　on　thin－layer　plates，　they　could　not　be　easily　removed

from　these　sphingophospholipids　by　tlie　subsequent　column　chromatographic　treatment

as　in　the　use　of　commercial　Rhodamine　B　without　purification．

　　　　Infrared　spectra　of　SPL－F　and　一S　from　erythrocytes　and　plasma　are　shown　in　Fig．

4．　The　patterns　are　very　similar　to　each　other　and　show　obviously　that　these　substances

contain　free　hydroxyl　．g’　roup　（3430　cm’　i），　acylated　amino　group　（！650　cm　’i，　1560　em”i），　phos－

phate　ester　bond　（1240－1220　cm”i，　！090　cm”i，　1055　cm’i），　trans　C　to　C　double　bond

（980cm’i）　and　no　ester　carbonyl　group．　Each　of　the　patterns　．is　in　good　agreement　with

that　of　sphingomyelin．　Comparing　the　patterns　with　each　other，　however，　it　seems　that

the　absorptions　of　phosphate　ester　bond　（，1240－1220　cm　i）　of　SPL－S　f．rom　both　erythrocytes

and　pl，asma　are　somexvhat　weaker　than　that　of　SPL－F．
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　　　　　　　　Fig．　4　lnfrarecl　spectra　of　SPL－F　and　一S　from　pla＄ma　and　erythrocytes，

　　　　　　　　　　　　　　　　A：　plasma，　B：　erythrocytes．　NaCl　prism．　Cell　thickness：　O，5　mm，

　　　　　　　　　　　　　　　　Solvent　：　chlc）roform，

　　　　As　shown　in　Table　1，　the　results　of　qualitative　tests　on　functional　groups　of　SPL－F

were　exactly　the　same　with　those　of　SPL－S　and　so　were　those　of　their　hydrolysis

products．　Molar　ratios　of　nitrogen　to　phosphorus　in　SPL－F，　一S　and　their　hydrolysis

prQducts　are　shown　in　Table　2．　All　of　the　original　samples　gave　positive　Dragendorff’s
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test　and　a　negative　ninhydrin　test　and　N／P　ratios　of　these　samples　were　about　2．　After

hydrolysis　aqueous　layer　gave　also　a　positive　Dragendorff／s　test　and　a　negative　ninhydrin

test，　but　N／P　ratios　decreased　to　about　1，　xvhereas　organic　layer　showed　a　positive

ninhydrin　test　and　negative　for　phosphorus．　The　tests　for　sugar　and．　aldehyde　were

always　negative．　These　results　are　very　similar　to　those　on　sphingomyelin．

　　　　　　　　　　　　　Table　1　　（2tttt～～彦Ctti’v　c）A〃‘4y∫8∫（ゾ’1）las”t‘zαノid　E’＝1　t，h，・o¢yオ8　Sノ：「L－F

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ancl　一S　and　Qf’　Theii’　Hydi－olysattts

Originca

F

Phosphorus

Free　amino　g’　roup

guaternary

ammonlum　groul）
Suger

Fatty　aldehycle

　　　　　Plasma　and

　　carrle

十

十

　］

s

一ト

十

Aqueous
　］ayer

F　　　S

十

＝1

一ト

／

erythrocyte　SPL－F

十

　ニヒ

　十

／

ancl

Long－dlMc　ifi

　　　base

　fraction

　F　　　S

1－lydrgly．sa．te

十

／

／

d　out　by　refluxing　with　LtN　HCI－meth

　　Table　2　Nitt－og’e〃／1’h．os！）］～o川s　M∂～α1・

　　　　　　　　　　　5P乙一Fα刀‘1－Sα〃‘lo

十

／

／

　　Fatty　acid
（methYI　ester）　i

　　　fractiQn

　　　F　　　S

／

／

／

／

／

／

／

／

Detection　nietho（1　usecl

一S　showed　ac　ll　the　same　results．

　ftcnol　（conc．　HCI－mc．thanol　L）　：　10，　XJ／X）’）　for　8　hours

　　　　　Ra，tios可P～asl〃αCl／icl　Eノツ伽η‘》喫

f’　7’heii一　VVaxei’　So／ttb／e　J’」．i．idi“04ysales

Hanes－lsherwood’g．
i－eagent　and　IJV　li．o．．’ht．

Ninhydrin，

Dr’agendori”t‘：’s　rea／．一］’ent

D・i　phenylamine　reag，　ant

Schiff’s　reagent

　　　I／lydro］ysis　was

　　　　　　　　　　　　fitlasma　1　Erythrocytes　　　　　　　　　　　　　　　　E」；，lllili　inft，i’”－一“JEII／lleee．zz／］1｝’IEXilZ　ll－iY．9g　O－f’　’ii一一”61，lllllli　Ji5／／i．　．．　：　“CiscOd￥‘／riYft，￥，？E　O’ii

spL－F　i　2，14　i　1．06　1　2．06　1　1．12
　SPL－S　’　L．08　i　O．80　’　1．78　1　1．01
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　1　，　一　　　　　　一　　　　一　　　　　・　一　　一　・一一　　一　一　一　　　　　　一　一　　　・一

　　　1／lyclrolysis　was　carried　out　by　refluxing　with　2．V　1’ICI－methano］　（conc，　1－IC］一methano1

9一：10，　V／V）　for　8　hours．

　　　　　　　Table　3　」（eco’vei’ies　o．f’　Ph．os．phot’its　in　．tlgueous　La：yej＋　ojC’　1！tllt　di’04ysates

　　　　　　　　　　　　　　　　　Qf’　Plasma　and　E？“：yth　7－o（；yt’e　SPI／．一F　and　一S

Plasma
’wt．66ff．g－s　1－ayer’

　of　hydrolysate
il　（t．tg一）

1　399
　　　　　　1LI

El！，1￥tl！｝！，gEoc．yL！g，gs

　　　　　　　　　　0颪引鑓国賊1竪ylOl燈l

SPL－F　－5。7　　498　198．2　435
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

sPL－s　I　1841　168　　91・3　　130
　　　　　　　　1　　　　　　　　．　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！．．一．　　　　．　　　　　　　　．　　．　　　　　　　　一

The　samples　are　the．　sa皿e　as　in　Table　2．

As　shown　in　Table　3　the　recoveries　of　phosphorus

Recovery

　　（90）

　　91，7

　　92．5

in　the　aqueous　layer　after

hydrolysi＄by　refiuxing　with　2N－HCI　in血ethanol　for　8　hours　indicate　that　almost　all　of

phosphorus　components　were　split　off　from　the　long　chain　base　under　the　conditions

used．　As　shown　in　Fig’．　5，　the　paper　chromatograms　of　water　soluble　hydrolys／ate
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obtained　by　4N　HCI　at　！200C　for　21　hours　gave　only　a　single　spot　of　phosphoric　acid

and　of　choline　respectively　and　no　spot　positive　in　both　tests　for　phosphorus　and

quaternary　ammonium　group．　No　spot　positive　either　to　ninhydrin　test　or　to　diphenyl－

amine　test　for　sugar　could　be　found．　ln　order　to　examine　Dragendorff’s　test　positive

substance　in　the　hydrolysates，　paper　chromatographic　studies　were　carried　out　with　the

solvent　system　for　quaternary　ammonium　bases　according　to　Bregoff　et　ali5），　The　base

was　identified　a＄　choline，
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Fig・5　Paper　chromatograms　of　the　water　so】ub］e　hydrolysates　of

　　　　　　　　plasma　and　erythr．ocyte　SPL－F　and－S．

　　　　Hydrolysis　was　carried　ou亡with　4N　HCl　at　120℃for　21　hours，

　Developing　solvent：phenol　saturated　with　water．

　　　　A・D・t・t・dby　H・・．es－1・1・e・w・・d’s　re・g・n・・p・ay・nd　UV　Iigh・f。r
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　　　　Rouser　et　a／，i3）　found　a　sphingolipid　containing　phosphonic　acid　group　from　sea

gnemone，　which　liberated　2－aminoethylphosphonic　acid　by　the　hydrolysis　with　2N　HCI

｛o；．r　2！．　hours　fft！／．　1900C　and　was　then　formulated　as　ceramide　amin’oethylphosphonate，

Kittredge　et　a／．2’‘）　also　obtained　2－aminoethylphosphonic　acid　frQm　sea　aneih6ne　iipids” bx
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the　hydrolysis　with　4N　HCI　for　24　hours　at　1000C．　They　reported　that　any　liberation　of

phosphate　could　not　be　observed　upon　hydrolysis　with　8N　HCI　at　1500C　for　48　hours：

6n　一the　other　hand，　the　presence　of　trimethylammonium　ethylphosphonate　as　a　lipicl

component，　however，　has　not　been　reported　yet．

　　　　1。、h。　p，e，en・re、ul・・，　b・・h　SPレF・nd－S　w・・e　rel・・ively　easily　hyd・・1y・ed　t・

liberate　free　phosphoric　acid　and　choline．　Consequently，　it　might　be　considered　that

linkages　of　phosphorus　component　to　choline　or　long－chain　base　in　SPL－F　and　一S　are

both　phosphate　ester　bond．
　　　　Tnhe　g’as－liquid　chromatographic　patterns　of　the　fatty　acid　fractions，　which　are．　shown

in　Fig．　6；　indicate　that，　iri　erythrocytes　as　well　as　in　plasma，．　fatty　acids　higher　thgn　．C．20

are　slriklngly　concentrated　in　spL－F　and　the　major　fatty　aeids　in　sPL－s　are　palmitig

5－ci：d　’and　stUearic　acid　while　SPL－F　also　contains　these　acids．　These　findings　are　in　good

agreement　with　the　observation　on　the　less　polar　and　more　polar　component　in　human

plasma　sphingomyelin　by　Woods　and　Holton5）．
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　　　When　the　long－chain　base　fractions

method　of　Sweeley　and
、，aph，　w，，e，h・n－1・yer－ch・・皿…9・aph・d　b・・h・p・・ced・・e・f　S・mb・・iva・a・and　McClue「1萄・

。ny。pPreci。b1。　diff・・ence　c・uld…b・f・und・皿・・g・h・b・・e・f・・m　SPL－F　and一S　ui

gl－xth’r’一〇Lcytes　and　plasma　as　shown　in　Fig．　7．　The　patterns　were　very　similar　to　that　of

sphingosine　bases　reportedi4）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　警珊
　　　　　　製鰯．

Fig．　6　Gas－liquid　chromatographic　analyses　of　fatty　acids　of　SPL－F

　　　　　　　　and　一S　from　plasma　and　erythrocytes，

　　　　A：　plasma，　B：　erythrocytes．　Golay　column　BDS－45．　（butane，cvlio，1

succinate一C　O．s　fum．×45　m．）．　Detector：　flame　iQnization　cletegtor　（H2），

Carrier　gas：　ltle，　O，5　lcg／cm2，　Flow　rate：　5　me！min．　Operation　tem－

　perature：　1｛　5eC．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　obtained　from　SPL－F　and　一S　by　the　hydrolysis

　　　　　　　　　　　　Moscatellii2＞　and　purified　by　the　silicic　acid　column　chromato一
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　　　　At　the　present　time，　eighteen　long－

chain　bases　are　known　as　constituents

of　various　sphingolipids，　that　is，　Ci6NC20－

sphingosines，　Ci6　一　C20－dihydrosphingo－

sines，　Ci6．v　Cis－dehydrosphingosines，　Ci7－」

C20－phytosphingosines　and　Cis－dehydro－

phytosphingosine25）．　： rambasivarao　and
McCluer26）　found　C2e－sphingosine　’in　brain

gangliosides　form　human　and　various

animals　and，　according　to　Stanacev　and

Chargaff27），　ox　brain　mucolipids　contained

Cis　sphingosine　and　C20－sphingosine　in

almost　equal　quantities　and　much　smaller

amounts　of　their　dihydro　derivatives　also．

Karlsson　and　Holm25）　found　Cig－sphingo－

sine　derivative　in　a　cerebrin　from　the

yeast，　Torulopsis　tttt’lis．　ln　human　plasma

sphingomyelins，　Ci6　and　Ci7－sphingosine

were　found　by　Karlsson28－29）．　On　the

other　hand，　Weiss30）　reported　that　a　con－

siderable　amount　of　1－hydroxy－2－amino－5－

methoxy－3－octadecene　was　formed　by　an

allylic　rearrangement　during　preparation

of　sphingosine　from　sphingolipids　by

methanolic　sulfuric　acid　hydrolysis．

　　　　Although　significant　difference　be－

tween　free　long　chain　bases

further　studies　were　performed
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Fig．　7　Thin－layer　chromatograms　of　the　long－

　　　　　　chain　bases　of　plasma　and　erythrocyte

　　　　　　SPL－F　and　一S，

　1，　eirvthro－3－O－methylsphingosine．　2，　thrao－3－O－

methylsphingosine．　3，　erythro－sphingosine，　4，

threo－sphingosine．　5，　dihydrosphingosine．　De－

tected　by　ninhydrin　spray．　Developing　solvent；

chloroform－methanol－2N　aq，　ammonia　40　：　10　：　1

（VIV）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　obtained　from　SPL－F　and　一S　could　not　be　found　by　TLC，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　confirm　the　positions　of　free　and　phosphorylcholine

bound　hydroxyl　groups，　acylated　amino　group　and　C　to　C　double　bond．　Then　SPL－F　or

－S　were　subjected　to　performic　acid－HIO4　oxidative　cleavage　followed　by　permanganate

oxidation　and　acid　hydrolysis．　The　hydroxyamino　acid　produced　by　the　oxidation　was

then　examined　by　paper　chromatography．　As　shown　in　Fig．　8，　the　paper　chromatQgrams

of　al］　samples　gave　a　major　spot　which　m，　oved　identically　with　an　authentic　serine．

These　results　support　obviously　that　in　plasma　and　also　in　erythrocytes　almost　all　the

long－chain　bases　Qf　both　SPL－F　and　一S　have　a　structure　of　1，3－dihydroxy－2－amino－4－ene

of　which　hydroxyl　group　at　Ci　binds　to　phosphorylcholine，　hydroxyl　group　at　C3　is　free

and　amino　group　is　acylated．

　　　　Although　phytosphingosine　and　Ci6NC20－sphingosines　are　able　to　give　serine　by　this

oxidation　procedure，　the　thin－layer　chromatograms　of　the　long－chain　bases　from　both

SPL－F　and　一S　did　not　show　a　spot　corresponding　to　phytosphingosine．

　　　　For　the　examination　on　the　carbon　number　and　branching　of　long－chain　bases　and

determination　of　number　and　site　of　C　to　C　double　bond，　the　／ong－chain　bases　were

subjected　to　KMnO4　oxidative　cleavage　followed　by　GLC，　As　shown　in　Fig，　9，　the
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Fig．　8　Paper　chromatograms　of　hydroxy－

　　　amino　acids　obtained　by　performic

　　　acicl－HIOg　oxidative　cleavage　of　plas－

　　　ma　and　erythrocyte　SPL－F　and　一S

　　　followed　by　KMnO4　o’xidation　and　HCI

　　　hydrolysis．

　　DL－serine　hydrochloricle　（1），　hydroxy－

amino　acid　fractions　derivecl　’from　plasma

SPL－F　（2）　and　一S　（3），　and　from　erythro－

cytes　SPL－F　（4）　and　一S　（5），　Detected　by

ninhydrin　spray．　Developing　solvent　；　phen－

ol－water　7：3　（VfV），　See　text　for　other

details．

ff’・・　，　s　・　’Te”T’i’1／／’　・S・sl”lilff”・　e’s　3．its1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　繋繍：

Fig．　9　Gas－liqui．cl　chromatographic　analyses　of

　　　　　fatty　acids　in　KMnO4　oxidation　products　of

　　　　　long－chain　bases　of　plasma　and　erythrocyte

　　　　　sphingomyelins．

　　A：　erythrocytes，　B：　plasmftc，　C：　myristic　acid

which　was　subjected　to　KMnO4　oxidation　under

the　same　conditions　as　A　and　B．

　　Column，　cletector，　carrier　gas　and　other　condi－

tions　are　the　same　as　in　Fig，　6．　except　operation

temperature　of　1700C．

gas－liquid　chromatographic　patterns　indicated　that　main　long－chain　fatty　acid　produced

by　the　oxidation　was　only　myristic　acid，　These　results　support，　therefore，　that　main　long－

chain　base　of　both　SPL－F　and　一S　has　a　straight　chain　structure　with　Cis，，　in　which　any

more　C　to　C　double　bond　other　than　at　C4　or　any　more　hydroxyl　group　other　than　at

Ci　and　C3　are　not　present．　The　presence　of　Ci6　and　Ci7－sphingosine　bases　as　reported

by　Karlsson28T29）　could　not　be　clarified　in　this　experiment．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　Two　sphingophospholipids，　that　is，　the　fast　moving　and　the

were　separated　from　each　other　by　Silica　Gel　G　TLC　of　the

slow　moving　on　TLC，

alkali一　and　acid－stable
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phospholipids　isolated　from　human　erythrocytes　and　plasma．　The　examination　and　the

comparison　of　the　chemical　structures　of　thus　separated　lipids　were　studied　by　IR　analysis

and　by　paper　chromatography，　TLC　and　GLC　of　the　products　from　acid　hydrolysis，

performic　acid－HIO4　cleavage　and　KMnO4　oxidation．　From　the　results　both　substances

were　found　to　be　sphingomyelins　of　ordinary　type．　A　distinguished　difference　between

two　lipids　was　in　the　composition　of　fatty　acid　component．　The　GLC　of　fatty　acids

indicated　that，　in　erythrocytes　as　well　as　in　plasma，　fatty　acids　higher　than　C20　predo－

minated　and　concentrated　in　the　fast　moving　sphingo皿yelin，　whereas　major　fatty　acids

in　the　slow　rnoving　one　were　palmitic　acid　and　stearic　acid．　The　ratios　of　phosphorus

amounts　Qf　the　fast　moving　sphingomyelin　to　the　slow　moving　one　were　？．6　in　plasma

and　3．2　in　erythrocytes　respectively．　（Received　april，　！967）
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