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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction

　　　　Sphingolipids　are　most　principal　one　of　the　lipids　accumulated　in　various　organs　in

certain　groups　of　metabolic　disorders　called　as　lipidoses．　A　number　of　investigations

have　been　made　to　elucidate　the　chemical　nature　of　these　lipids　and　the　cause　of　their

abnormal　accumulations．

　　　　Fatty　acid　and　sugar皿oieties　in　the　sphingolipids　have　been　well　investigated　but

only　a　few　studies　on　the　composition　of　sphingosine　bases　have　been　reported．　Recently，

the　excellent　analytical　methods　of　sphingosine　bases　have　been　presented　in　succession

by　the　utilization　of　gas－liquid　chromatography　（GLC）．

　　　　The　principles　of　the　three　methods　hitherto　reported　are　as　follows　：　1）　GLC　of　fatty

acid皿ethylesters　obtained　from　the　bases　by　either　permanganate－periodate　oxidation　or

ozone　cleavageiN3）　；　analysis　of　the　cleavage　products　at　the　position　of　either　double　bond

or　C－C　bond　of　ethylene　glycol　or　its　amino　derivative，　2）　GLC　of　long　chain　fatty

aldehydes　obtained　from　the　bases　by　periodate　oxidation‘N7）；　analysis　of　the　cleavage

products　at　the　position　of　C－C　bond　of　ethylene　glycol　or　its　amino　derivative，　3）　GLC

of　trimethylsilylated　compounds　derived　directly　from　bases8NiO）．

　　　　In　this　paper，　the　three　methods　mentioned　above　were　compared　to　one　another，

using　authentic　dihydrosphingosine　（C－！8）　as　standard　as　well　as　the　bases　in　sphingolipids

isolated　from　pig　brain　and　from　yeast　powder，　with　the　data　indicating　the　occurrences

of　short　chain　homologs　of　both　sphingosine　and　dihydrosphingosine．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　Methods

　　1．　Materials

　　　　N－acetyl　dihydrosphingosine　and　triacetyl　sphingosine　were　the　generous　gifts　of　Dr．

H．　E．　Carter，　University　of　lllinois．　Aldehyde　standards，　that　is，　dodecanal，　tetradecanal

and　octadecanal　were　the　generous　gifts　of　Dr．　E．　A．　Moscatelli，　University　of　Texas，

Southwestern　Medical　Sichool．

　　　　Samples　of　cerebroside　and　sphingomyelin　were　isolated　from　pig　brain　as　described

in　another　paperi6）．

　　　　Yeast　powder　（100　g）　gifted　from　Sapporo　Beer　Co．　was　extracted　for　15　minutes

with　500　me　of　boiling　chloroform－methanol－water　（10　：　10　：　1）　and　the　residue　after　filtra－

tion　was　re－extracted　for　3　hours　with　500　me　of　warm　chloroform－methanol－water　（10：

20：3）．　The　combined　extracts　were　concentrated　to　dryness．　The　residue　was　dissol－

ved　in　chloroform－methanol　（2：1）　and　subjected　to　mild　alkaline　hydrolysis，　by　adding　1
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N　methanolic　NaOH　to　make　a　final　concentration　of　O．5　N．　After　Folch’s　partition，　the

alkaline　stable　lipids　were　separated　by　silicic　acid　column　chromatography．　The　column

was　first　eluted　with　chloroform　to　remove　neutral　lipids　and　then　with　appropriate

amount　of　methanol．　538　mg　of　polar　lipids　consisted　mainly　of　sphingolipids　were　ob－

tained　from　the　methanol　eluate．

　　2．　Prepai－ation　of　Sphingosine　Ba，ses

　　　　Each　of　sphingolipids　was　hydrolyzed　with　I　N　aqueous　methanolic　HCI　in　seal　tube

at　750C　for　18　hours　（8．6　me　of　conc．　HCI　and　9．4　me　of　water　to　100　me　with　methanol，

2－3mg　lipid　per　me）．　The　reactiQn　mixture　was　then　cooled　to　room　temperature　and

extracted　with　hexane　to　remove　fatty

l濫臨∴ml謝ol』1舗　 ，∴野1轡1二1「即1二1；一・・

adjusted　to　PH　12－13　by　adding　cOnCJ　cH3－ccH2）．／一cooH　cHri（cH2）．一cH＝cH－cHo　cH）’CCH2｝n－CH＝CH’gH　’rC，，：　’8・H’2

KOH　solution　cautiously．　An　equal　tv・stys　tys
volume　of　water　was　then　added　and

the　bases　were　extracted　from　the　al一　cH3一（CH2）n＋2－EF．一．c，．vrE，v．2　Dibydresphing・osine
k5iine”adue6u’s　’s61d’｛i6fi　with　ai6thyl　i／／’　．’　i”’”　e”　””iO’H

・．
D．．．．　n＝i2　c－Ls　（n！i4　c－20｝

etliLer．　After　washing　with　water，　the　CH3－CCH2）n＋2－COOH　CH3－CCH2）n＋2－CHO　CH3一（CH2）．t2’ WH　一？／HH　’SH2

ether　extract　was　evaporated　to　dryness　m，s　”itrrs　mJs
and　the　crude　sphingosine　bases　were

purified　by　silicic　acid　chromatography．

the　column　was　first　eluted　with　chloro－

form　to　remove　fatty　acid　esters　which

would　interfere　the　gas　chromatographic

assay　of　aldehydes．　The　bases　were

then　eluted　with　chloroform－methanol

（1：4）　and　the　eluate　was　evaporated　to

dryness．

　　3．　Pei’manganate－Pe7’iodate

　　　　　Oxidation

　　　　The　oxidation　of　sphingosine　bases

to　fatty　acids．　was　accomplished　acc一

ording　to　the　procedure　of　Green　et　a12）．

O．4me　tert－butanol　in　screw　capped　tube

tion，　10　mg　NalOq　and　O，8　mg　KMnO4　in　O．54　me　of　solution

successively　added．　The　tube　was　shaken　at　room

struction　of　the　reagents　with　NaHSO3，

ether　to　remove　fatty　acids．　The　acids

reagenti2）．　The　fatty　acid　methyl　esters　thus　obtained　were　analyzed　by　gas－liquid　chro－

matography．

　　4．　1）eriodate　Oxidation

　　　　Sphingosine　bases　were　converted　to　aldehydes　by　sodium　periodate　oxidation　accord一

　　　　　　　　　CH・一（CH2）・・1－9：一蹴l12　Fhyt．spワ’ng．s’ne

　　　　　　／。1。．＼　’B

CH3層〔CH2）・＋・一C。OH　CH・　（CH・）…一CH。　CH3一（CH2）・・rlH－IH編H・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T卜昼　　丁迅　　㎜盤　　TYS

　　Fig。1　Scheme　of　three　methods　for　gas－liquid

　　　　　　　　chromatographic　analyses　of　sphingosine

　　　　　　　　bases．

　　　　　　1，Permangahate－periodate　oxidation

　　　　　　II．　Periodate　oxidation

　　　　　III．　Trimethylsilylation

　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　TMS＝CH3－Si－CH3
　　　　　　　　　　　　　　c且、

　1．2皿gof　sphingosine　bases　were　dissolved　in

and　then　2μmoles　K2C．03　in　1．12　m40f　solu－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　O．34　m40f　water　were
　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　temperature　for　l　hour，　After　de．

the　solution　was　acidified　and　extracted　with

were　methylated　by　l　m40f　methanolic　BF3
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ing　to　the　procedure　of　Sweely　and’Moscatelli4）．　5　mg　of　sphingosine　base　preparation

dissolved　in　methanol　！me　and　O．2　me　of　O．2　M　NalO4　solution　vLrere　used．　The　reaction

mixture　was　allowed　to　stand　in　the　dark　at　room　temperature　for　45　minutes　and　then

2，4me　of　methylene　chloride　and　！，2　me　of　water　were　added．　After　shaking　with　flash

mixer，　the　mixture　was　centrifuged　and　the　lower　layer　was　then　concentrated　to　dryness

at　low　temperature．　The　aldehydes　in　dilute　chloroform　solution　were　stable　for　one

week　at　一200C　but　the　analysis　were　usually　carried　out　as　soon　as　possible．

　　　Catalytic　hydrogenation：　Adout　2－3　mg　of　aldehydes　were　dissolved　in　8－12　me　of

absolute　ethanol　in　a　tube　and　4－6　mg　of　5％　palladium－charcoal　catalyst　were　added．　The

tube　was　made　to　vacuo　and　then　filled　with　hydrogen　using　three　way　cock　and　the

mixture　was　subjected　to　rapid　swirling　for　20　minutes　using　a　fiash．mixer．　The　mixt－

ure　was　then　applied　on　a　cellulose　column　and　aldehydes　were　eluted　with　chlorofpr．m．

The　eluate　was　evaporated　to　dryness　and　the　residue　then　dissolved　in　chloroform　for

gas　chromatography．　590　palladium－charcoal　was　prepared　according　to　the　procedure

of　Mozingoii）　and　stored　in　dacicater　besore　use．

　　5．　Ti－intethrvlsilylatio．　n

　　　　Dry　sphingosine　bases　（ca，　l　mg）　was　mixed　with　100　／．te　of　silanes　reagent．　This

silanes　reagent，　consisted　of　hexamethyl　disilazane　2．6　m4，　dry　pyridine　2，0　me　and

trimethylsilane　1．6　me　was　prepared　according　to　the　method　of　Carter　and　Gaver9）．

Dry　pyridine　was　obtained　by　the　distillation　over　barium　oxide　before　use．

　　6．　Gas－liquid　Ch7’omatogi’aPhs，

　　　　A　Hitachi　Parkin　Elmer，　Model　F　6　gaschromatograph，　equipped　with　a　flame　ioni－

zation　detector　was　used　for　analyses．

　　　　Fatty　acid　esters　and　aldehydes　were　analyzed　on　a　spiraled　glass　cQlumn，　l　m　x

O，4mm　packed　with　1590　diethylene　glycol　succinate　polyester　on　100－！20　mesh　acid

washed　and　silanized　chromosorb　W．　The　analyses　were　usually　run　at　！550C　for　alde－

hydes　and　at　1700C　for　fatty　acid　esters．

　　　　Trimethylsilyl　derivatives　of　sphingosine　bases　were　analyzed　on　a　U－shapd　stainless

steel　column，　2　m×O．4　mm　packed　with　3．8％　SE－30　on　80－！00　mesh　chromosorb　W．　The

column　was　maintained　at　210℃．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results　and　Disccusion

1．Is・1αti・ノz（ゾSPh　i／zgo5ガノz6　Bαses

　The　recoveries　of　sphingosine　bases　in　acid　hydrolysis　of　pig　brain　sphingolipids　are

Table　1 Reco’vei：y　of’　Sphingosine　Bases　in　Acid　Hydi’o！ysis

Sphingolipid

1

Cerebroside
（Kerasine）

Cerebroside
（Phrenosine）

Sphingomyelin

　　Amount　I
for　hydrolysis

Sphingosine　bases

found

38．8　mg

45，2

40．9

120　mg

12．6

11，8

Recovery

30，990

27．2

28．8

Theoretical

　recovery

36．290

35．7

36，4
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shown　in　Table　1．　Sphingosine　bases　were　isolated　in　high　yield，　77．4－85．490　of　theo－

retical　values，

　　　　In　the　thin－layer　chromatography　developed　with　chloroform－methanol－2　N　NH40H

（40：10：1，　v／v）i3，　these　sphingosine　bases　were　separated　into　dihydrosphingosine，　sphingo－

sine，　o－methyl　sphingosine　and　upper　spots　than　o－methyl　sphingo＄ine．　The　upper　spots

were　not　identified，　but　those　were　small　quantaties　and　ninhydrin　negative．

　　　　Dihydrosphingosine　as　the　predominant　base　and　phytosphingosine　were　found　in　the

thin－layer　chromatography　of　sphingosine　bases　isolated　from　yeast　powder　sphingolipids．

　　2．　Permanganate－Periodate　Oxidation　．
　　　　Gas　chromatograms　of　fatty　acid　esters　obtained　after　permanganate－periodate　oxi－

dation　are　illustrated　in　Fig．　2．　The　percentages　of　methylesters，　that　is，　their　parent

bases　are　shown　in　Table　2．

　　　　As　seen　in　Fig．　2－A，　small　peaks　due　to　shorter　chaln　compounds　than　palmitic　acid

were　detected　in　the　sample　obtained　from　authentic　dihydrosphingosine．　They　are

5 1o ユ5

一
20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　ln　minutes

　　　　　　　Fig．　2　Gas－liquid　chromatographic　analyses　of　fatty　acids　derived

　　　　　　　　　　　　　　fro皿NaIO4－KMnO40xidation　of　sphingosine　bases　of　au－

　　　　　　　　　　　　　　thentic　dihydrosphingosine　（A）　and　pig　brain　cerebroside　（B）．

Column：　159e　diethylene　glycol　succinate　polyester，　！00－120　mesh　acid　washed　and

　　　　　　　　　　　　silanized　chromosorb　W．　1　mxO，4　mm　spiraled　glass　column．

Carrier　gas：　Nb　1．O　kg／cm2．　Temperature：1700C．

Peak　identification：　1．　Lauric　acid　2．　n－Tridecanoic　acid　3．　Myristic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　4，　n－Pentadecanoic　acid　5．　Palmitic　acid
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Table　2 品偽，．4ビids　as　Pi・od～，‘・tsげNalOg－KMnO40xidation〔，f　Sl＞1～1；’igo．s’tli～e

I3asesげ山’〃～e〃t～ぐD～1り，d’・osl）1置ガ〃gosineαノ～4　P’913’・ai〃Cet－c・b’一〇side

Peak．

No

1

2

3

4

5

　　　　Fatty　acid
　　（as　methylester）

Lauric　acid

n－Tridecanoic　acid

Myristic　acid

n－Pentadecanoic　acid

Palmitic　acid

Probable　parent　base

9（o　of　Total

　　　Authentic
dihydrosphingosine

Pig　brain
cerebroside

？　（Ci6－sphingosine）

？　（Ci7－sphingosine）

Cis－sphingosine

？　（Ci7－dihydrosphingosine）

Cis－dihydrosphingosine

C20－sphingosine

O．2

0．3

1．3

5．4

9L）．8

O．6

5．3

78．0

1．7

14．4

presumed　to　be　overoxidation　products，　because　no　corresponding　peaks　were　detected

from　the　authentic　base，　using　other　two　methods．　The　peaks　corresponding　with　lauric

（C－12），　tridecanoic　（C－13）　and　pentadecanoic　CC－15）　acids　found　in　the　case　of　pig　brain

cerebroside　（Fig．　！－B）　may　be　derived　from　sphingosine　（C－16，　C－17　and　C－19），　dihydro－

sphingosine　（C－14，　C－！5　and　C－17）　or　phytosphingosine　（C－15，　16C一　and　C－18）　and／or

the　overoxidation　products　produced　frorn　longer　chain　bases．

　　　　It　is　apparent　that　this　method　is　less　suitable　for　the　determination　of　sphingosine

base　composition　than　the　other　two　methods　described　below，　but　it　is　also　useful　for

the　datermination　of　double　bond　position　and　the　identification　of　the　individual

sphingosine　base．

　　3．　Periodate　Oxidation

　　　　Gas　chromatograms　of　aldehydes　obtained　after　periodate　oxidation　are　shown　in

Fig．　3．　The　percentages　of　aldehydes，　that　is，　their　parent　bases　are　listed　in　Table　3．

　　　　As　seen　in　Fig．　4，　semilogarithmic　plots　of　retention　time　versus　chain　length　were

used　to　identify　the　aldehydes　of　saturated　and　unsaturated　series　of　bases　with　aldehyde

standards．　The　retention　times　for　peak　1，　3，　5，　6　and　10　yield　a　straight　line．　The　peak

1，　3，　6　and　10　were　identified　with　authentic　samples，　that　is，　dodecanal，　tetradecanal，

hexadecanal　and　octadecanal　respectively，　showing　that　peak　5　may　be　pentadecanal．　The

retention　times　for　peak　4，　7，　9　and　12　gave　a　straight　line　nearly　parallel　tQ　that　obtained

for　the　saturated　aldehydes．　The　peak　9　was　identified　with　hexadecenal　obtained　from

authentic　triacethylsphingosine　and　tlie　peak　13　with　o－methylheptadecenal，　obtained　in

high　yield　from　the　same　sample　by　methanolysis　in　higher　concentration　of　HCI．　The

spot　12　in　Fig．　4　was　identical　with　one　of　the　peaks　obtained　from　ganglioside－bases，

1〈nown　to　a　substantial　amount　of　C20－sphingosine．　The　retention　time　of　the　spot　also

shows　that　it　might　be　octadecenal　derived　frorn　C20－sphingosine．　Peak　12　in　Fig．　3，

obtained　from　hydrogenation，　is　corresponding　with　either　o－methylheptadecanal　or　octa－

decenal，　but　it　seems　not　to　be　o－methylheptadecanal　since　this　peak　does　not　appear　in

the　analysis　of　authentic　dihydrosphingosine　treated　by　the　same　hydrolysis　procedure．

The　corresponding　peak　12　obtained　from　base　prior　to　hydrogenation　would　be　octa－

decenal　derived　from　C20－sphingosine．

　　　The　aldehyde　peaks　were　clearly　separated　to　one　another　and　individual　peak　was

well　identified　using　authentic　samples　as　well　as　by　the　semilogarithmic　plot　of　retention
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Fig．　3

Column　：

Carrier　gas

Temperature　：

Peak　identification　is　shown

　　　　　　　　　　Mirne　in　mlnutes

Gas－liquid　chromatographic　analyses　of　aldehydes　derived　from　periodate

oxidation　of　sphingosine　bases　of　authentic　dihydrosphingosine　（A），　pig

brain　cerebroside　（B）　and　yeast　sphingolipids　（C）．

159（o　diethylene　glycol　succinate　polyester，　100－120　mesh　acid　washed　and

silanized　chromosorb　W．　1　m　xO．4　mm　spiraled　glass　column，

　　：　N2，　1．2　kg／cm2．

　　　　　1550C

　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Table　3．
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Table　3

Gas　Chromatographic　Analyses　of　Sphingosine　Bases　1

Al‘1（～1り・cl〔♂5α5　P”・ductsげPeri・dat‘i　Oxidati・nげ’SPhi／lg’osi〃CJ

JSa．s’・es　qブx‘1～‘彦乃．e／ltic　d〃！・yd’一・5ρ1～ガノ．zg・si／le，　P’9β1層α’ノz　Ce’闇6ケ。∫～‘le

ancl　Yeast　Sph　ingolipids
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Peak．

No Aldehvde

　1

　2

　3

　4

　5

6

　7

　8

　9

10

11

12

！3

9（o　of　Total

Probable　parent　base

Dodecanal

Unidentified

Tetradecanal

Dodecenal

Pentadecanal

Hexadecanal

Tetradecenal

Unidentified

Hexadecenal

Octadecanal

Unidentified

O－methylheptadecanal

O－metylheptadecenal

Cirdihydrosphingosine

　　　　　　　　？

Ci6・一di・hydrosphingosine

C1q－sphingosine

Cis－phytosphingosine

Cis－dihydrosphingosine

Ci6－sphingosine

　　　　　　　　？

Cis－sphingosine　i
C20－dihydrosphingosine　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　？

O－methyldihydro－
shingosine

O－methylsphingosine

Authentic
　dihydro－
gptigphing．．g．　sil．！ge

｛　9．8

trace

Pig　brain　1　Yeast
cerebroside　1　sphingolipids

trace

trace

　1．O

trace

trace

16．1

trace

trace

73．0

1．8

7．2

trace

trace

7．3

11．6

76．2

5．8

＊　The　peaks　present　at　less　than　O．5％　are　repoted　as　trace　and　no　detectable　peaks　as一．

time．　The　data　demonstrated　that　this

method　was　very　useful　for　the　analysis

of　sphingosine　base　composition，　except　E’　t？

that　uncertainty　such　as，　c－ls　satu”　t　5Q

rated　aldehyde　could　be　derived　from　gH　20

Ci7－dihydrosphingosine　or　Cis－phyto一　sO．

sphingosine，　still　remains　to　be　solved　g’　iO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　餌
by　another　method　metioned　below．

　　　　It　should　be　noted　that　the　over一　5

0xidation　products　were　also　observed　by

this　procedure　if　the　higher　concentra－　　　　　　　　12　　ユラ　　1与　　1ラ　　ユ6　　17　　　18

tion　of　sodium　periodate　than　men－　　　　　　　　　c帥。。，hain　1。。g七h

tioned　in　the　method－4　was　used．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　4　Semilogarithmic　plots　of　retention　times

　　4．　T7’i’methylsilylation　of　aldehyde　peaks　in　Fig．　3．

　　　　Gas　chromatograms　of　trimethylsilyl　derivatives　of　sphingosine　bases　and　semiloga－

rithmic　plots　of　retention　times　of　the　derivatives　are　illustrated　in　Fig．　5　and　6　respec－

tively．　The　percentages　of　silylated　bases　are　shown　in　Table　4．

　　　　As　seen　in　Fig．　6，　the　retention　times　of　trimethylsilyl　derivatives　were　plotted　on

semilogarithmic　graph　and　identified　as　follows：　peak　2；　Ci6－sphingosine，　peak　3；　C］6－

dihydrosphingosine，　peak　4；　Ci7－sphingosine，　peak　5；　o－methylsphingosine，　peak　6．；　Cis－

sphingosine，　peak　7；　Cis－dihydrosphingosine，　peak　8；　phytosphingosine，　and　peak　9；　C20－

dihydrosphingosine．　The　peak　1　is　plotted　on　straight　line　of　dihydrosphingosine　series，

suggesting　that　it　might　be　Cis－dihydrosphingosine，　although　the　occurrence　of　such　base
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　　　　　　　　　　　　　　ユ0　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　与Q　　　　　　　　　　　　　　　　5Q

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　in　ninutes

　　　　　Fig．　S　Gas－liquid　chromatographic　ana］yses　of　trimethylsilylderivatives　of　sphingosine

　　　　　　　　　　　　　bases　of　authentic　dihydrosphingosine　（A），　pig　brain　cerebroside　（B）　and　yeast

　　　　　　　　　　　　　sphingolipids　（C）．

　　　　　　　　　　　　　Column　：　3．89｛o　SE－30，　100－120　mesh　acid　washed　and　silanized　chromosorb　W．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2mxO．4　mm　stainless　steel　column．

　　　　　　　　　　　　　Carrier　gas：　N2，　1．O　kg／cm2．

　　　　　　　　　　　　　Temperature：　2！00C．

　　　　　　　　　　　　　Peak　identification　is　sho“Tn　in　Table　4．

in　animal　tissue　has　never　been　reported．

　　　　Sphingoine　base　compositions　determined　by　periedate　oxidation　and　trimethysilyla－

tion　methods　were　very　similar　to　each　other．，　as　shown　in　Table　3　and　4，　except　that

the　somewhat　lower　value　of　Cis－dihydrosphingosine　was　found　by　periodate　method　in

the　case　of　yeast　sphingolipids．

　　　　Both　the　trimethylsilylation　method　and　the　periodate　method　are　useful　for　the

determination　of　sphingosine　base　composition．　The　former　due　to　the　determination　of
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base　itself　has　superiQrity　for　the　qualitative

identification　of　bases　than　the　later　due　to

the　determination　of　the　cleavage　products

of　bases　as　seen　in　Fig，　5．　But　the　later

method　is　rather　better　than　the　former　for

the　quantitative　determination　of　base　com－

position，　because　the　aldehydes　having　sim－

ple　structure　are　more　clearly　separable　than

the　base　derivatives　with　more　complex

structure，　as　seen　in　Fig．　3．

　　　　The　lower　homologs　of　sphingosine　and

dihydrosphingosine　were　found　in　pig　brain

cerebroside　by　trimethylsilylation　method．

This　finding　was　partially　confirmed　by　the

data　obtained　by　periodate　method　in　which

tetradecenal　derived　from　Ci6；sphingosine

and　tetradecanal　derived　from　C］6．一dihydro－

sphingosine　were　clearly　demonstrated．
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　　　Carb◎n　chain　ユength

Semilogarithmic　plots　of　retention

times　of　trimethylsilylderivatives　of

sphingosine　bases　in　Fig．　5，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　But　the　existence　of　pentadecenal　derived　from

Cn－sphingosine　could　not　be　detected　by　periodate　method．　The　data　by　the　permanganate－

periodate　method　also　suggest　the　occurrences　of　shorter　chain　homologs．

Table　4 IdentiLfi・『・tion　of’　T・幽～〃・吻♂・ilylde・・ガ・繊・…f・SPhing・・’…B・・…ゾ

Aitthentic　Dihb’drosPhingosine，　Pig　Brain　Cei’ebi’oside　and　￥eag’t

s〆・ん～〃gozψ～ゐ．

Peak．
No

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Sphingosine　base
％　of　Total

　　　Authentic
dihydrosphingosine

（Cis－dihydrosphingosine）

Ci6－sphingosine

Ci6“dihydrosphingosine

Ci7－sphingosine

O－methyl　sphingosine

Cis－sphingosine

Cis‘dihydrosphingosine

Cis－phytosphingosine

C20－dihydrosphingosine

Pig　brain
cerebroside

100

trace

trace

　1．6

trace

8．2

74．3

14．5

　　　Yeast
sphingolipids

4．4

8L，6

7，1

5．8

　　　　The　possibility　of　naturally　occuring　lower　homologs　of　sphingosine　and　dihydro－

sphingosine　was　suggested　by　various　investigators5’S’i4’i5）　and　reported　that　these　homo－

Iogs　occurred　at　low　or　trace　levels　in　mammalian　tissues．　Moscatelli　and　Mayes5）　have

described　that　nonganglioside　polar　lipids　in　human　white　matter　contained　C］6－dihydro－

sphingosine　at　levels　up　to　20／o　and　C］4－dihydrosphingosine　in　trace　quantaties．　Popovici6）

has　reported　the　occurrence　Of　Cu－sphingogine　in　addition　to　C］6－sphingosine　in　bovine

heart　sphingomyelin．　The　relative　large　amont　（8％）　of　Ci6－sphingosine　in　human　plasma

sphingomyelin　was　found　by　Gaver　and　SweelyS）　using　trimethylsilylation　method．
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　　　　In　the　present　study　Ci6－sphingosine　and　Ci6－dihydrosphingosine　occurred　at　low　level

in　pig　brain　cerebroside．　ln　yeast　powder　Cis－dihydrosphingosine　was　predominant　and

the　occurrences　of　phytosphingosine　and　C20－dihydrosphingosine　were　identified　by　both

periodate　and　trimethylsilylation　methods．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　Three　different　methods　；　permanganate－periodate　oxidation，　periodate　oxidation　and

trimethylsilylation，　for　gas－liquid　chromatography　of　sphingosine　bases　were　compared　to

one　another，　using　authentic　dihydrosphingosine　as　well　as　bases　of　cerebroside　isolated

fro皿pig　brain　and　sphi．ngolipids　from　ye．ast　powder，　with　the　data　on　the　occurrences

of　shorter　chain　homologs　of　sphingosine　bases．

　　　　The　trimethylsilylation　method　was　most　suitable　for　the　qualitative　determination

and　identification　of　individual　sphingosine　base．　This　method　was　also　available　for　the

quantitative　determination　of　sphingosine　base　composition．

　　　　The　periodate　rnethod　was　most　suitable　for　the　quantitative　determination　of　sphingo－

sine　base　composition，　except　that　some　uncertainties　such　as　C－15　saturated　aldehyde

could　be　derived　from　either　C］Tdihydrosphingosine　or　Cis－phytosphingosine，　remain　to

be　solved　by　other　methods　such　as　Trimethylsilylation　method　or　thin－layer　chromato－

graphy　etc．

　　　　The　permanganate－periodate　method　was　less　suitable　for　the　determination　of　sphingo－

sine　base　composition　for　higher　appearance　of　some　oxidation　products　as　well　as

uncertainties　due　to　same　acids　could　be　derived　from　different　parent　bases　by　this

method　than　by　periodate　method．　But　it　is　still　useful　for　the　exact　determination　of

the　dQuble　bond　position　and　helps　the　identification　of　the　bases　with　other　methods．

　　　　Ci6－sphingosine，　Ci6－dihydrosphingosine　and　probably　Cirsphingosine　occured　at　low

level　in　pig　brain　cerebroside．

　　　　Cis－dihydrosphingosine　was　predominant　base　in　yeast　sphingolipids　but　the　occurre－

nces　of　Cis－phytosphingosine　and　C20－dihydrosphingosine　were　also　confirmed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Nov，　le，　1968）

References

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　コ1）Klenk，　E．　und　Facllard，　H．＝Uber　s．phingo－

　　sine，　Z．　PhysioL　Chem．299，48－53（1955）．

2）Green，　M．　L，　Kaneshiro，　T．　and　Law，　J．　H．＝

　　Studies　on　the　production　of　sphingolipid

　　bases　by　the　yeast，　Hansenula　ciferri．　Bio－

　　chim．　Biophys．　Acta　98，582－588（1965＞，

3）James，　A．　T．　and　Webb，J．：The　determi－

　　nation　of　the　stucture　of　unsatura亡ed　fatty

　　acids　on　a　micro　scale　with　gas－liquid　chro－

　　matogram．　Biochem．　J．66，515－520（1957）．

4）Sweely，　C．　C．　and　Moscatelli，　E　A．：Ωual－

　　itative　microanalysis　and　estimation　of　sphi．

　　ngolipid　bases．　J．　Lipid　Res．1，40－47（1959）．

5）　Moscatelli，　E．　A．　and　Mayes，　J．　R．：　Sphi－

　　ngosine　bases　of　normal　human　white　mat－

　　ter，　Biochemistry　4，　1386－1390　（1965），

6）　Sambasivarao，　K，　and　IMcCluer，　R．　H．　：　Lipid

　　components　of　gangliosides．　J．　Lipid　Res．　5，

　　103－108　（1964）．

7）　Sweely，　C．　C．：　A　gas　chromatographic　meth

　　od　fer　sphingosine　assay．　Biochim．　Biophys．

　　Acta　36，　268－271　（1959）．

8）　Gaver，　R．　C．　and　Sweely，　C．　C，：　Methods

　　for　methanolysis　of　sphingolipids　and　direct

　　determination　of　long－chain　bases　by　gas

　　chromatography．　J．　Am，　Oil　Chernist’s　Soc



34巻5号 AKINO Gas　Chromatographic　Analyses　of　Sphingosine　Bases　1 265

9．）

10）

11）

ユ2）

42，　294－29．　8　（1965）．

Carter，　H．　E．　and　Gaver，　R．　C．：　lrnproved

reagent　for　trimethylsilylation　of　sphingo－

lipicl　bases．　J，　Lipid　Res．　8，　391－395　（1967）．

Karlson，　K．　A．：　Studies　on　sphingosine

10，　Use　of　trimethylsilyl　ethers　for　the　gas

chromatography　and　massspeetrometry　of

sphingosines．　Acta　Chem．　Scand．　18，　2425－

24L7　（1965），

Mozingo，　R．：　Palladium　catalysts．　Organic

synthesis　John　Xl；’iley　and　Sons，　lnc，　New

York　Chapman　and　Hall，　Ltd，　London　26，

77－82　（1946）．

Morrison，　W．　R．　and　Smith，　L，　L．　：　Prepara－

tions　of　fatty　acid　methylesters　and　dime－

thylacetals　from　lipids　with　boron　fluoride一

　　　methanol，　J．　Lipid　Res．　5，　600－608　（1｛64）．

13）　Sambasivarao，　K．　and　McCluer，　R．　H．：　Thin－

　　　layer　chromatographic　separation　of　sphingo－

　　　sine　and　related　bases，　J．　Lipid　Res．　4，　106－

　　　108　（1963）．

！4）　Karlsson，　K．　A．　：　Stuclies　on　sphingosines　6，

　　　Ci6－and　Ci7－sphingosines　hitherto　unknown

　　　sphingosines．　Acta　Chem．　Scand．　18，　2395－

　　　2396　（1964），

15）　Popovic，　M．：　Sphingosine　and　its　lower

　　　homologues　from　bovine　heart　sphingo－

　　　myelin　fraction．　Biochim，　Biophys．　Acta

　　　125，　！78－182　（1966），

16）　Akino，　T．　：　Sphingosine　base　and　fatty　acid

　　　compositions　of　pig　brain　sphingolipids．　To－

　　　hoku　J．　Exp，　Med．　98，　245－253　（1969）．


