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Abstract

  Long chain bases (LCB) of the sphingomyelin from the pearl oyster, Pinctada  martensii  were 
composed of sphingosines (hexadeca-4-sphingenine, 12.9% of total LCB and octadeca-4-sphingenine, 
48.9%), sphinga-4,8-dienine (31.2%) and sphinga-4,8,10- trienine (7.0%).  The numbers of carbons 
and double bonds of LCB were confirmed by gas chromatograph-mass spectrometry as their 
trimethylsilyl ether derivatives.  Double bond positions in the aliphatic chains were also confirmed 
by gas chromatographic and gas chromatograph-mass spectrometric identifications of the fatty acid 
products after periodate-permanganate oxidation of the ceramides derived from the sphingomyelin 
by hydrogen fluoride degradation.
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１．緒　言

高等動物のスフィンゴリン脂質がスフィンゴ
ミエリンであるのに対して，下等動物，特に前
口動物においては，スフィンゴミエリンを含有
しているものは極めて少ない。今までにスフィ
ンゴミエリンが単離，精製されている動物は，
1968 年に軟体動物のアコヤガイ，P. martensii 
(1)，1996 年に袋形動物のブタカイチュウ，
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Ascaris suum (2)，2002 年に節足動物のケガ
ニErimacrus isenbeckii  (3) のわずか 3種にす
ぎない。しかしながら，最近，スフィンゴミエ
リンに極めて特異的に結合するミミズの体腔液
由来のライセニンを用いて下等動物におけるス
フィンゴミエリンの存否を調べた結果が報告さ
れており (4)，今後，更に多くの動物種から単離，
精製され，その分布域の広がることが予想され
る。
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ところで，今から 36年前にその存在が見出
されたアコヤガイのスフィンゴミエリンについ
ては，当時の報文の総括に，「アコヤガイのス
フィンゴ脂質画分よりケイ酸カラムクロマトグ
ラム法を用いてスフィンゴミエリンを単離し
た。脂肪酸成分は主にパルミチン酸，マーガリ
ン酸，ステアリン酸から構成されているが，マ
ーガリン酸を多量に含有することは高等動物の
それらに比して著しい特色を与える。」と，記
されており，マーガリン酸メチルエステルのマ
ススペクトルが示されている。
本報においては，現在，当教室で確立してい
る下等動物の複合脂質の分離・精製方法に準
じたアコヤガイからのスフィンゴミエリンの単
離，その構成脂肪酸組成の再確認と，今回，明
らかにすることができた長鎖塩基成分について
述べる。

２．実　験

2.1 アコヤガイ貝肉部よりスフィンゴミエリン

の単離および精製

アコヤガイ 222 個体 ( 約 6.7kg) の乾燥貝肉
( 約 350g) から 5 倍容のクロロホルム－メタ
ノールの混合溶媒，2:1( 以下，容比を示す ) で
2回，1:1 で 1 回抽出を行い粗複合脂質約 42g
を得た。次いでアシル型およびアルケニル型グ
リセロ脂質を可及的に分解除去するために弱ア
ルカリけん化，続いて弱酸性処理を施した後，
アセトンで数回洗浄し，4.0g のアセトン不溶
性物質 ( 粗スフィンゴ脂質画分 ) を得た。この
ものを，QAE- セファデックスイオン交換カラ
ムクロマトグラフィーによって溶出溶媒として
クロロホルム－メタノール－水，30:60:8 およ
び 0.5 M 酢酸アンモニウム ( メタノール溶液 )
を用いて分画した (5)。このクロマトグラフィ
ーにおいて，前者の溶媒で溶出された非吸着性
画分 (2.0g) のアセチル化物をフロリシルカラ
ムクロマトグラフィーで分画した後，脱アセチ
ル化して粗スフィンゴミエリン画分 (1.3g) を
調製した (6)。次いで，その粗スフィンゴミエ
リン画分のうちの 250mg をケイ酸 ( イアトロ
ビーズ，6RS-8060，ヤトロン社 ) カラムクロ
マトグラフィー (2 × 60cm) によるクロロホル

ム－メタノール－水 (60:40:10, 800mL) の単一
溶出で分画，精製した。カラムからの溶出速度
を 1mL/min に保って溶出し，10mL ずつ分取
して薄層クロマトグラフィー (TLC, 展開剤：ク
ロロホルム－メタノール－水，60:40:10) でリ
ン検出試薬の Dittmer-Lester 試薬 (7) に陽性を
示す画分を分画した。

2.2 フッ化水素酸分解および分解生成物の精製

2-5mg の試料をプラスチック製の試験管中
で，0.5 mL のジメチルスルホキシドに溶解
した後，3.5 mL の 47% フッ化水素酸を加え，
20℃で 20時間反応させた。反応後，直ちに流
水透析し，その膜内液を凍結乾燥して得られ
た物質をイアトロビーズ，6RS-8060 カラムク
ロマトグラフィー (1 x 10 cm) で精製した (8)。
カラムからの溶出には，クロロホルム－メタノ
ール，95:5 を用い，溶出液を 1 mL ずつ分取
して TLC( 展開剤：クロロホルム－メタノール，
92:8；検出試薬：50%硫酸およびヨウ素蒸気 )
で検した。

2.3 脂肪酸成分および長鎖塩基成分の分析

著者らによって報告されている電磁波分解
法の改良法によった (9,10)。すなわち，300
µg の試料をスクリューキャップ付き丸底試験
管 (16 x 125 mm) にとり，十分乾燥させた後，
0.5 mL の 0.1 M NaOH( メタノール溶液 ) を加
え，電子レンジの出力 500W( レンジ強 ) で 2
分間加熱した。加熱後，反応管中に霧状の白煙
および反応液の白濁を確認してから十分に冷却
した。次いで，同反応管に 0.3 mL の 2 M HCl(
メタノール溶液 ) を加え，さらに同電子レンジ
で 2分間加熱した。反応管を十分に冷却した
後，生成した脂肪酸メチルエステルを 0.5 mL
のヘキサンで 3回抽出し，ガスクロマトグラ
フィー (GC) および GC-MS 分析を行った。一
方，長鎖塩基成分の分析は脂肪酸メチルエス
テルを抽出した残部を用いて行った。すなわ
ち，脂肪酸メチルエステルを除いた下層のメタ
ノール－水層を窒素気流下で濃縮乾固した後，
0.6 mL の 0.1 M NaOH －メタノール，3:4 お
よび 0.72 mL のクロロホルムを加えて攪拌し
た。遠心分離で 2層に分離し，下層のクロロ
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ホルム層をさらに 0.4 mL の水－メタノール，
1:1 によって洗浄した後，窒素気流下で濃縮乾
固して長鎖塩基画分を調製した。得られた画
分を O-トリメチルシリル (TMS) 誘導体として
GC および GC-MS による分析に供した。GC 分
析にはすべて Shimadzu GC-18A を使用し，分
析カラムは 0.22 mm x 25 m の無極性 5%フェ
ニルメチルシリコン化学結合型 (0.25µm膜厚 )
シリカキャピラリー (Shimadzu HiCap- CBP5)
を用いた。分析温度は，脂肪酸メチルエステ
ル分析：170℃→ 230℃ (4℃ /min)，長鎖塩
基の TMS- 誘導体分析：210℃→ 230℃ (2℃
/min) に設定した。GC-MS 分析は Shimadzu 
GCMS-QP 5050 ガスクロマトグラフ‐質量分
析計により，次の条件下で分析した。分析カラ
ム：Shimadzu HiCap-CBP 5；カラム温度：80
℃ (2min) → 160℃ (20℃ /min)　→ 260℃ (6
℃ /min) に設定；インターフェース温度：250
℃；ヘリウム圧力：100kPa；スプリットレス
時間：3.5min；イオン化電圧：70eV；イオン
化電流：60μA。脂肪酸および長鎖塩基の同定
はそれぞれ標準脂肪酸メチルエステルと標準ス
フィンゴシン TMS- 誘導体の相対保持時間との
比較およびマススペクトルの解析から行った。

2.4 スフィンゴミエリンの水素による還元およ

び還元スフィンゴミエリンからの長鎖塩基

成分の調製

約 1mg のスフィンゴミエリンを 2mL のク
ロロホルム―メタノール，2:1 に溶解し，白金
黒を触媒として，水素ガスを通じて攪拌しなが
ら水素添加を行った (11-13)。反応終了後，遠
心分離して触媒を除去し，溶媒を留去して得た
残渣から 2.3で述べた方法により長鎖塩基成分
を調製し，GCおよび GC-MS による分析を行っ
た。

2.5 セラミドの過ヨウ素酸‐過マンガン酸々化

スクリューキャップ付き丸底試験管に，2.2

で得た約 1-2mg の精製セラミドと 0.4mL の
tert- ブタノールを入れて，３分間の超音波
照射で溶解した後，それに 1.2 mL の 0.02M 
Na2CO3 水溶液，0.54mL の酸化剤 (10mg の

NaIO4 と 0.8mg の KMnO4 を 含 む ) お よ び
0.34mL の水を加えて室温で 3時間攪拌した。
反応終了後， KMnO4 の赤紫色が消失するまで
粉末のNaHSO4 を加え過剰の酸化剤を分解し，
次いで，反応溶液に 6M HCl を 1，2滴加えて
酸性とした (14,15)。二重結合のところで開裂
して生成した短鎖脂肪酸を 0.5mL の n-hexane
で抽出し，2.3で述べた方法によってメチルエ
ステル化後，GCおよび GC-MS による分析を行
った。なお，分析対象が短鎖脂肪酸のメチルエ
ステルであることより，GC分析時における温
度プログラムを 100℃→ 116℃ (2℃ /min) →
230℃ (4℃ /min) に設定した。

2.6 赤外線吸収スペクトル分析 (IR)

島津フーリエ変換赤外分光光度計 FTIR- 
8400S を用いて測定した。

３．結果および考察

3.1 アコヤガイのスフィンゴ脂質とスフィンゴ

ミエリン

アコヤガイの粗スフィンゴ脂質画分 (4.0g)
をイオン交換セファデックスで分画した際の
QAE- セファデックスへの吸着性画分 (1.9g) か
らはセラミドアミノエチルホスホン酸を，既に
報告している (16)。一方，非吸着性画分 (2.0g)
には，現在，分析中であるが，セレブロシド
様糖脂質を含む中性糖脂質が混在していること
より，これらと区別してスフィンゴミエリンを
含むリン反応陽性物質 ( 両性イオン型脂質 ) 画
分を得るには，非吸着性画分のアセチル化物を
フロリシルカラムクロマトグラフィーによって
分画する方法を適用することが最適であると考
えられた。すなわち，カラムからの溶出溶媒に
ジクロロエタン－ヘキサン，4:1；ジクロロエ
タン；ジクロロエタン－アセトン，1:1；ジク
ロロエタン－メタノール，3:1；ジクロロエタ
ン－メタノール－水，2:8:1；クロロホルム－
メタノール－水，6:4:1 を順次用いた時，後 3
者の溶出画分にスフィンゴミエリンを含むリン
反応陽性物質を検出した。これらの 3画分を
それぞれ脱アセチル化した後に行った TLC 分
析結果を踏まえて全てを合した ( 収量：1.3g)。
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Fig. 1に示すように，主に 3種のスポット (TLC
上での移動度の大きい順に，PL-1，PL-2 およ
び PL-3 と仮称 ) が認められた。PL-1，PL-2 お
よび PL-3 のいずれもリン残基検出試薬であ
るDittmer-Lester 試薬に陽性を示したが，PL-1
だけがコリン残基の特異的検出試薬である
Dragendorff 試薬 (17) に陰性であった。この
ことから PL-2 および PL-3 は分子内にリン残
基とコリン残基の両方を有していることがわ
かった。次に，この画分の 250mg を用いてケ
イ酸カラムクロマトグラフィーによるクロロ
ホルム－メタノール－水系の単一溶媒溶出で分
画して，PL-1( 収量：8.8 mg)，PL-2(125mg)
および PL-3(8.6mg) をそれぞれ得た ( 回収率：
57%)(Fig. 1)。これらの IR スペクトルを測定
したところ， PL-1 のスペクトルは，スフィン
ゴ脂質に特徴的なアミド結合に由来する吸収
(1650 および 1550 cm-1) が認められず，グリ
セリルエーテル型脂質のスペクトル (18) に近
似した。一方，PL-2 および PL-3 からは標準の
牛脳スフィンゴミエリンのスペクトルに酷似す
るように 960 cm-1 にコリン残基に起因する強
い吸収が，さらに 1220 cm-1 にリン酸残基の
－OH基，1650 および 1550 cm-1 にアミド結
合 I, II に由来する吸収が認められ，両者共にス
フィンゴミエリンであることが推測できた (Fig. 

2)。しかし，PL-3 については，PL-2 と比して
量的に微少であることから以後の分析は PL-2
に限定した。
1968 年の報告 (1) では，3g の粗スフィンゴ
脂質画分よりケイ酸カラムクロマトグラフィ
ー分画で得た 50mg の微黄色粉末状物質から，
酢酸エチル－メタノール，3:2 による再結晶で，
約 35mg の白色無定形のスフィンゴミエリン
を収得している。本研究では，2. 実験のとこ
ろで述べたように，当教室で確立している下等
動物組織より複合脂質を分離・精製する方法に
準じてスフィンゴミエリンを単離したが，極め
て効率良く純度の高い標品が得られた。

3.2 PL-2 におけるセラミド，ホスホコリンお

よびスフィンゴホスホコリンの確認

フッ化水素酸による分解生成物からのセラミ
ド：PL-2 をフッ化水素酸で処理して得られた

Fig. 1  Thin-layer chromatogram of the purified 
sphingomyelin obtained from the pearl oyster, 
Pinctada martensii .
1, authentic sphingomyelin from bovine brain; 
2, sphingomyelin fraction eluted by Florisil 
column chromatography; 3, purified PL-1; 4, 
purified PL-2; 5, purified PL-3.  The separation 
was performed on a precoated silica gel 60 
plate developed in chloroform-methanol-water, 
60:40:10 (v/v) for 15min, and the spots were 
visualized with Dittmer-Lester reagent.

Fig. 2    Infrared spectra of PL-1, PL-2 and PL-3.
1, authentic sphingomyelin from bovine brain; 
2, PL-1; 3, PL-2; 4, PL-3.   The absorption bands 
marked with arrows at 1650, 1550 and 960cm－1 
indicate the presence of the amide bonds I and II, 
and the choline residue.
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クロロホルム可溶性の成績体を，イアトロビー
ズカラムクロマトグラフィーで精製した後，IR
および TLC 分析を行った。その IR スペクトル
は市販の牛脳セレブロシド由来セラミドのそ
れに吸収端が一致することからセラミドである
ことを確認した。一方，TLC 分析においても
PL-2 から得た物質の移動度は標準のそれと一
致した。
塩酸による分解生成物からのホスホコリン：
PL-2 を 6M HCl，100℃で 12時間加水分解し，
その分解性成績体の TLC 分析よりホスホコリ
ンに相当するスポットを得た。
ブタノール性 HCl による分解生成物からの
スフィンゴホスホコリン：PL-2 をブタノール：
6 M HCl，1:1 混合溶液で加水分解してスフィ
ンゴホスホコリンを得た。
酵素による分解生成物からのセラミドおよび
ホスホコリン：ホスホリパーゼ C(EC 3.1.4.3)
およびスフィンゴミエリナーゼ (EC 3.1.4.12)
による PL-2 の加水分解成績体から，いずれも
セラミドとホスホコリンの両方を得た。得られ
たセラミドについては TLC 上の移動度は，フ
ッ化水素酸処理で得たセラミドのそれと同じで
あった。

3.3 PL-2( スフィンゴミエリン ) のセラミド成

分

PL-2 のセラミド成分については，まず，脂
肪酸メチルエステル誘導体および長鎖塩基
トリメチルシリル (TMS) 誘導体として GC と
GC-MS 分析を行った。
3.3.1　脂肪酸メチルエステル誘導体分析

脂肪酸メチルエステル誘導体のガスクロマト
グラムを Fig. 3に示したが，それらの保持時間
および GC-MS 分析結果より，その組成はパル
ミチン酸 (59.2%)，マーガリン酸 (22.6%) およ
びステアリン酸 (18.2%) であり，既に報告して
いる結果と同じであることを確認した (1)。
3.3.2　長鎖塩基トリメチルシリル (TMS) 誘導 

体分析

長鎖塩基のトリメチルシリル誘導体のガスク
ロマトグラムを Fig. 4に，またそれらの GC-MS
スペクトルを Fig. 5に示した。ガスクロマトグ
ラム上に 1から 4の番号を付したが，標準の

スフィンゴシン (octadeca-4-sphingenine)-TMS
誘導体の保持時間および GC-MS スペクトル
(M=443) と比べたところ，それぞれ，番号 1
は d16:1(M=415) のスフィンゴシン (12.9%)，
2 は d18:2(M=441) のスフィンガジエニン
(31.2%)，3 は d18:1(M=443) のスフィンゴシ
ン (48.9%)，4 は d18:3(M=439) のスフィンガ
トリエニン (7.0%) であることが判明した。
また，水素添加したスフィンゴミエリン
(PL-2) から調製した長鎖塩基の分析からは
d16:0 (hexadecasphinganine) および d18:0(oc
tadecasphinganine) に相当するジヒドロスフィ
ンゴシン (dihydrosphingosine) を検出した。特
に d18:0 のピークが最も顕著であることより，
炭素数 18の同族体が長鎖塩基成分の大部分を
占めることがわかり，前述の組成比を十分に支
持する結果が得られた。一方，詳細な分析の結
果からではないが，前報では，長鎖塩基成分は
スフィンゴシン (85%) およびO- メチルスフィ
ンゴシン (15%) であると記載している (1)。そ

アコヤガイのスフィンゴミエリンの長鎖塩基

Fig. 3   Gas chromatogram of the fatty acid methyl 
esters from sphingomyelin, PL-2.
1, methyl palmitate; 2, methyl margarate; 3, 
methyl stearate.
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れは，O- メチルスフィンゴシンは分解副産物
として生じ，その保持時間はスフィンガジエニ
ンおよびスフィンゴシンの保持時間に極めて近
接していて，使用したカラムの分解能ではそれ
ら 3者の相互分離には限界があったと，考え
るのが適切であろう。 

3.3.3 過ヨウ素酸－過マンガン酸々化による二

重結合位置の決定

長鎖塩基の二重結合位置を決定するために，
スフィンゴミエリン (PL-2) のフッ化水素酸処
理で調製したセラミドを酸化分解 ( 過ヨウ素
酸－過マンガン酸々化 ) し，その反応生成物
として生じる短鎖脂肪酸を調べた。今までに
複数の二重結合を有する炭素数 18- 同族体は，
Δ４- 塩基を基本とするものとしてΔ4,8-，Δ4,11-，
Δ4,12-，Δ4,13-，Δ4,14-，Δ4,8,10- 塩基の存在が
報告されている (13,15,19-29)。もし，これら
の塩基が存在するのであれば，酸化分解によ
ってΔ４- 塩基からはミリスチン酸，Δ4,8- 塩基
からはデカン酸，Δ4,11- 塩基からはヘプタン
酸，Δ4,12- 塩基からはヘキサン酸，Δ4,13- 塩基
からはペンタン酸，Δ4,14- 塩基からはブタン
酸，Δ4,8,10- 塩基からはオクタン酸が検出されな
ければならない。スフィンゴミエリン (PL-2)
のセラミドを酸化分解した結果を Fig. 6およ
び Table 1に示したが，オクタン酸 (4.8%)，デ
カン酸 (23.9%)，ドデカン酸 (15.1%) およびミ
リスチン酸 (56.2%) に相当する脂肪酸を検出
した。この結果から，少なくともΔ４，Δ8 お
よびΔ10 に不飽和結合の存在することが推定
できた。また，検出されたこれらの短鎖脂肪
酸の組成比は，酸化分解前のセラミドの長鎖
塩基組成比 (d18:3, 7.0%; d18:2, 31.2%; d18:1, 
48.9%; d16:1, 12.9%) に対応して，ほぼ一致す
る結果を得ることができた。従って，アコヤガ
イスフィンゴミエリンの長鎖塩基はΔ４-d16:1，
Δ４-d18:1，Δ4,8-d18:2， Δ4,8,10-d18:3 から成っ
ていることが明らかと成った。なお，Fig. 6 に
おいて保持時間が 24分以上で検出されるピー
クはスフィンゴミエリンの構成脂肪酸 (16:0, 
17:0 および 18:0) を示しているが，酸化分解
によってセラミドのアミド結合が分解を受けて
生じたものか，あるいは酸化分解後のヘキサン
抽出によって混在してきた未反応のセラミドに
由来したと考えられる。

４．総　括

アコヤガイ , Pinctada martensii から下等動
物複合脂質の系統的分離方法によってスフィ

Fig. 5   Mass spectra of the peak nos. 1, 2, 3  and 4 
shown in Fig. 4.
1. d16:1; 2, d18:2; 3, d18:1; 4, d18:3.

Fig. 4   Gas chromatogram of the long-chain base 
trimethylsilyl derivatives from sphingomyelin, 
PL-2.
1, d16:1; 2, d18:2; 3, d18:1; 4, d18:3.
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ンゴミエリンを単離した。脂肪酸成分はパル
ミチン酸 (59.2%)，マーガリン酸 (22.6%) およ
びステアリン酸 (18.2%) から構成されている。
長鎖塩基成分はΔ４- スフィンゴシン (d16:1, 
12.9%; d18:1, 48.9%)，Δ4,8- スフィンガジエニ
ン (d18:2, 31.2%) およびΔ4,8,10- スフィンガト
リエニン (d18:3, 7.0%) から構成されている。

本研究の一部は，独立行政法人水産総合セン
ター受託研究費 ( 平成 15,16 年度「アコヤガイ
等二枚貝廃棄物からのセラミドアミノエチルホ
スホン酸の効率的抽出」) および文部科学省科
学研究費補助金 ( 基盤研究 (C)15570097) によ
って行った。
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