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　　　Strairt　TK4　capable　of　pro（，lunixig　sph／ingolipid　ceramide　NLdeacylase　（SCDase）　was　isolate（1

負℃mp◎難d溢w撮。蓑ee叢cu熱鷲r登was（x）繋（露犠。もed、　孚K4　was　ass塘ae（iも◎the　ge難娘s　PseU認om（〉？鷹

◎R嶽ebas韮s◎f澱orphd◎gical，麟ys重。め慕lea圭a嚢d　bi◎che麟ca圭ckaracter圭st三cs　a貧d　fo糠dも◎艶

very　smilar　to　」P．　a？z｛］zeiltisepttca，　a　ktwwn　pathogen　for　red　spot　disease　in　eels．　16S　rX）NA

sequence　analysis　revealed　that　TK4　and　P．　a7zguitliseptica　should　be　classified　into　Group　1　of

the　genus　jPsezealomon〈rs．　lnterestingly，　not　only　TK4　but　also　P．　angzLitldseptica　had　the　abll－

ity　to　produce　SCDase　wh．ieh　kydrolyzes　g｝ycosphirigolipids　and　sphingorayelin　to　generate

lys◎一f（）灘登s◎f　sp㎞9◎itpids．　S漉愈圭ys◇一sphSn9◎麺i縫s　areも◎｝益e勧撮a嚢y　cem熱es，　SCD翫so－pr◎一

duclng　Psen・ci◎mo・uas　spP．　are　szaspected　t◎be　a　p◎もe嚢もia玉v主ru圭e識ce£a伽r　f◎r煮s熱dl．sease

including　red　spot　disease　（Sekiten一　’byo）　in　eels．

INTRODUCTION
　　　　Red　spot　disease　（Sekiten－byo）　has　been，　reported　as　an　epizootic　disease　among

pond－cultured　eels　caused　by　an　infection　of　Psezedomonas　anguitliseptica
（Wakabayashi　and　Egusa，　1972）．　This　disease　is　distinguished　from　red　fm　disease，　which

is　caused　by　an　infection　of　Aeromon（igs　hyarophila　（Hoshina，　1962）．　E　els　with　red　spet

disease　shgw　a　remarkable　peteehial　heraorrhage　pt　the　skiii　cf　the　mouth　regioR，　oper－

culla　aiid　ventra3　side　of　the　body．　However，　how　the　bacteria　cause　the　disease　has　not

yet　been　clarified　at　the　molecniar　level．

　　　　We　isolated　a　bacterium　Pseuelomon（rs　sp．　TK4　from　eel　cultured　pond，　whieh　pro－

duced　a　Rovel　sphiRgolipid－degrading　enzyme．　The　eRzyme　was　fou，Rd　to　e｝eave　the

N－acyl　｝．iRkage　of　ceravaides　of　variotts　glyecsphingolipids　as　well　as　sphiRgomyeim　to

generate　lyso－sphngolipids　and　fatty　acids．　The　enzyme　was　desigfiated　as　sphngolipid

ceramide　IV－deacylase　（SCDase）　based　on　its　unique　specificity　（lto　et　al，　i995）．

Lyso－sphingolipids　have　been　knewn　to　be　toxic；　causing　not　only　hemolysis　but　also

various　cel｝u｝ar　dysfunctions　po＄sib｝y　via　inhibitieR　ef　protein　kinase　C　（Taketemi　and

Kawa瓢ura，エ97◎；HaRn秘n撚d　B磁，1987）．　These　resu玉もs　may里eadも◎もhe　hyp◎もhe＄三＄thaも
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SCDase－pr◎d慧ci簸g　b哉cteria　are　a　p（）もeRtial　virule黙ce　fa醜（）r　f（）r（慧sease血負sh、

here　not　only　TK4　but　also　Psezedomonas　angzeilliseptiea　produce　SCDase．

We　repert

MATERIALS　AND　METHODS

Materials．

　　　｛i4C］一Stearie　acrd　（54　mCifmmol）　was　purchased　from　American　Radiolabeled

Chemicals　lnc．　（U．S．A．）　aRd　silica　Ge｝　60　thin一・｝ayer　chremat，egraphy　（TLC）　plate　was

from　Merck　（Germany）．　［’”C］一Galactosyleeramide　（GalCer）　was　prepared　by　the　reverse

hydrolysis　reactieR　of　SCDas，　e　as　（lescribed　previously　（Kita　et　esg．，　2001；　MitE　utake　et　at．，

三998）．

Bacterial　straiRs．

　　　P＄ezedo？monffs　sp．　TK4　was　i＄olated　frem　an　ee｝　pcnd　in　Miyazaki　（Japan）　by　enrich－

ment　culture　using　a　synthetic　medium　（NH4Cl　O．050／o，　K2HPO4　O．05t／o，　and　O．20fo　NaC1，

pH7．2）　containing　O．0590　bovine　brain　crude　gangliosides　as　the　sole　source　of　earbon．

TK4　was　cultivated　at　250C　iri　［1］ryptoRe－yeast　mediww　coRtainifig　boviRe－braiR　acetoRe

powder　extracts　（fftedium　A：　O．50k　polypeptoRe，　e．50／g　NaC｝，　O．IO／e　yea＄t　extract　aRd　e．IO／o

acetone　powder，　pH　7．2）　for　a　specifTic　period．

Physielegical　aRd　biechemical　tests．

　　　The　identification　of　TK4　was　conducted　according　to　the　9th　edition　of　Bergey’s

Manual　of　Systerftatic　Bacteriology　（Krieg，　1984）．　Motility，　morphology，　and　gram－stain－

ing　eharacteristics　were　detemxed　by　light　irticrescepy．　A　transmitting　e｝ectroR　micrg－

seope　was　employed　．for　ebservation　of　flagella　with　2　t／g　p－tvmgstic　acid．　Utilization　of

each　carbohydrate　was　deterrnjned　with　Hugh－Leifson　medium　（Hugh　and　Lej．fson，　19，．　53）．

照嚢9’s澱edi疑m　was雛sed　t◎もest　for　di鋤曲1e　pig搬enもpr◎dミ1cもi◎R（KiRg　et　esg，　1954）．

Kovacs’　oxidase　test　was　emp｝oyed　（Kovacs，　1956）．　The　seRsitivity　of　iso｝ates　to　antibi一一

〇tics　or　other　antimierobial　agents　was　examined　by　usi，irtg　the　disc　method　with　Tri　Disc

（Eiken，　Japan）　or　Showa　Disc　（Nissni　Seiyaku，　Ce．，　Ltd．）　eR　Muller－Hinten　agar　mediam

（Difce，　USA）．　The　sertsitivity　to　vibriostatic　agent　O／129　was　tested　aceordmg　to　ShewaR

et　al．　（Shewan　et　al．，　1954）．

1）eterm．灘盤atio獄of　G十Cco鍛tent．

　　　Bacterial　DNA　was　purified　by　the　method　of　Marmur　（Marmur，　1961）．

Guanine－plus－cytosine　（G十C）　content　was　determined　using　HPLC　as　reported　by

Ta総oka　a鍛d　K：omagata（丁撚a◎ka　a飛d　Komag撫，1984）賊h　s◎m愈r縦◎d漁cat三〇x。毛嚢

brief，　purified　bacterial　DNA　was　dissolved　in　10mb　sodium　acetate　buffer，　pH　5．3，　con－

taini：ng　2　mM　ZnCi、（のat　a　concentration　of　11㎎加1．　The　solution　was　heated　at　100℃

for　15iyiin　aRd　theR　coeled　rapidly　iR　alt　ice　bath．　Axx　equal　velume　ef　nuclease　P　l

solution（1m脚血40　mM　sodi㎜acetate　b匠fer，　pH　5。3，　contalning　2　mM　z㎞c　c凪oride）

was　added　to　the　DNA　soiution，　and　the　preparation　was　incubated　at　50　eC　for　1　h．　The

reaetion　mixture　was　ceRtrifnged　at　1，5，000　rpm　for　15　rm　fobowed　by　HPLC　ana｝ysis　with

a　reverse－phase　co｝uraR　（YDv｛C－Pack　ODS－AQ，　150×6．Omm　1．　D．，　YMC　Ce．，　Ltd．，　JapaR）．

The　nucleotides　were　eluted　with　110mM　phosphate　buffer，　pH　3．5，　at　a　flow　rate　of
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1．5mYmin　at　25℃．　Nucleotides　were　detected　with　a　UV　deteetor　（Hitachi　Co．，　Ltd．，

Japan）　at　270　nm　and　peak　areas　were　measured　with　a　HITACHI　model　L一一一7200　data

proces＄or．　A　stan（tard　mixture　of　’the　four　deoxyribonucleotid，es　was　purcha＄ed　from

Yaraasa　Shoyu　Co．，　Ltd．　（Japan）．

Phylogenetic　analysis．

　　　A．　partial　DNA　g．　equence　for　16S　ribosomal　RNA　（16S　rDNA，　ea　1．5－kbp　fragment）　was

amplj．fl，ed　by　using　universal　primers，　p27f　（5LAGA　GTT　TGA　TCM　TGG　CTC　AG－3’）　and

p1492f　（5LGGC　TAC　CTT　GTT　ACG　ACT－3’）．　Th，e　arnplified　PCR　product　wa＄　gel　puri－

fied，　axxd　directly　sequenced　as　reported　by　Hirais　hi　（Hiraishi，　1992）．　．　Phylogenet，lc　analy－

sis　wa＄performed　by　us血g　both（ili就ance　and　pars㎞ony　methods．　The　distance　analysis

and　trees　were　gene，rat；ed　by　neighbo／r－joming　in　the　program　CLUSTAL　W　（Thornpson　et

aL．，　1994）．

Assay　of　S　CDase　aetivity．

　　　For　the　measurement　of　SCDase　productivity，　each　strain　was　cultured　．in，　5　ml　of

medium　A　at　250C　for　predetermined　periods，　the　supernatant　was　obtained　as　described

above，　and　the　enzynie　activity　was．　assayed　by　the　hydrolysis　of　［i4C］一GalCer．　Twenty　2Ll

of　enzyme　was　incubated　with　the．　same　volurr’te　of　substrate　solution　（400　pmol　of

［i‘C］一GalCer　in　50　MM　phosphate　buffer，　pH　6．0，　eontaining　1．6“／）　Triton　X－100）　at　370C

for　6　h．　One　enz｝・gme　unit　was　defined　as　the　amount　capable　ef　catalyzing　the　hydrolysis

of　1　psmol　substrate　for　1　min　under　the　conditions　described　above．　A　value　of　i　O”3　and

1σ6㎜its　of　enzyme　was　expressed　as　l　m皿iunit　and　l　microunit，　respectively．

TLC　amalysis．

　　　Each　sarnple　wag，，　dried　up，　dissolved　in　15ps｝　of　chloroform／r：iethar｛ol＝2／1　（v／v）　and

applied　onto　the　TLC　plate．　After　the　deveiopmeRt　（solverit　s．ystem；　ehlero－

forrfi／i’“athanoY12mM　MgC12一一65／25／4，　v／v），　the　TLC　plate　wa＄　exposed　to　thG．　IP　plate

（Fuji’　Fim，　Japan）　for　3　h　following　analysis　with　a　BAS－1500　imaging　analyzer　（Fuj　i　Filrn，

Japan）．

RESU，LTS　AND　DISCUSSIONS

　　　A　S．　CDase－produe．ixig　bacteriull｝，　strain　TK4，　w’as　isolated　by　er｛riciment　cu，lti．ire　ustRg

syrithetic　mediura　eontami！｝g　crude　bovine　brain　gangliosides　as　the　sole　source　of　carbon

登om　po捻d　w就er沁which　eel　cul撫re　vv’a．s　c◎簑d隻三。もe（圭．　Fig．1shows　a　ph（欺）graph◎f

鶯θ篇伽飛。箆α5sp。　TK4㎜der　aR¢王ec敏）R　MIcroscope。　TK4　wa＄ar◎d－shaped　bacもeri這m

wkh　a　single　polar　fiagel｝um．　The　biecheinica｝　chnd　physio｝egical　properties　ef　TK4　are

summarized　iR　Tabl（p．　1．　JudgiRg　from　these　results，　TK4　was　assigned　te　the　genus

Psezsdo’neo？zas　and　xKfas　fo£md　te　be　very　similar　to　R　a7zguigltseptica，　P　agcagigenes，

a糞dP．メ＞s8鴛認。旙。認匂¢箆θ5．16S　rDNA　analysis　reve＆1edもhat漁奪se　4　strε顛S．belo嚢9も◎

Psezsdo77bonαs　Gr◎囎王（Fig．2）．　It　ig．　w◎rth　Roti1ri9　that　P．α箆9編偽s卿麗。α圭s　k猟）wnも。　be

a　patkoiogeR　of　ee｝　red　＄pot　dise3se　rwakabayashi　and　Eggsa，　1972）　aRd　TK4　was　iselated

fr◎m　the　eeレcu1敏r愈d　po丑（i婁a1もh◎嚢gh　the　G十Cc◎資te難t（Table王）a，R（i　a莇ibioもic

se黙si伽ky（Table　2）（）f嶽eもw（）specl、載s　were　clearly（濾fere煎．
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Fig．　1．　Electron　rnicrograph　of　Psezedomonas　sp．　strain　TK4．

　　　　　　　The　cells　were　stained　with　20／o　p－tumgstic　acid　solution

　　　　　　　（pH　7．2）　and　observed　under　an　electron　microscope

　　　　　　　（，JEM　100　CXII，　JEOL，　japan）．

Table　1．　Morphological，　physiological，　and　biochemical　properties　of　strain　TK4

Charact，eristics TK4 P．　ang2Litliseptica Pαご。α勾α肥s P．　pse2Ldoalcaligenes

Shape

Motihty

Flagellum

Gram　staming

Growth　in　air

Catalase

Oxidase

O－F　test

Color　of　colony

Growth　at　41　eC

Arginine　dehydrolase

Denitrification

Degradation　of　gelatin

Utility　of：

　　　　Glucose

　　　　Trehalose

　　　　D－xylose

　　　　Maltose

　　　　Saccarose

　　　　Mannitole

　　　　Ethyleneglycole

　　　　Arg血ine

　　　　Citric　acid

　　　　Urea

　　　　MolOfo　G十C　in　DNA

　　　Short　rod　・

　　　　　　十

Polar　monotrichous

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　Yellowish　white

　　　　　　十

　　　　　　十

Production　of　fiuorescence　pigments

十

十

十

十

66．4

　　　Short　rod

　　　　　　十

Polar　monotrichous

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　Yellowish　white

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　62．4

　　　Short　rod

　　　　　　十

Polar　monotrichous

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　Yellowish　white

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　d

　　　　　　十

　　　　　　d

　　　　64－68

　　　Short　rod

　　　　　　十

Polar　monotrichous

　　　　　　十

　　　　　　十

　　　　　　十

　Yellowish　white

　　　　　　十

　　　　　　d

　　　　　　d

　　　　　　d

　　　　　　十

　　　　　　d

　　　　62－64

十：positive，　一：　negative，　d：　weakly　positive



O．Ol

PsθUt◎惣＞mas　3CDCtS3αs縄Poオ8？鍼脇ε碗・爆擁8翫く諾。営

！eoe

6！B

1000

S．　alga

A．　salmonicidu
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P．　psndoalcaligenes

　P．　alcaligenes

Fig．　2．

Pseiidomonas　sp．　TK4

P．磯8κ撚5｛舜。α　NCMB　1949

Group　ll　［

Group　lll　［

Group　IV　［

Group　V　［

Phylogenetic　tree　of　Psezealomon’≠刀@spp．　by　16S　rDNA　analysis

analysis　waLg　based　on　a　cornparison　of　approximately　1500　nuc｝eotide

bases　gf　16＄rDNA　pa顯al　se（垂ue無ces熱w擁e難もhree《慧£fereRt　ptWer＄

were　used．　The　tree　wag．　constructed　by　using　the　CLVSrl］AL　W　aig

ritkm　（Thompson　et　al．）．

　　　　　　　Table　2．

P．flmorescens

P．襯〃ei，　P．　cepacia，　P．　Pた舵魏らetc．

P．　acidovorans，　P．　facilis，　P．　flava，　etc．

P．鷹漉加瀦忽，」P．vesicsclaア∫s

P．　maltophitia

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　The

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o．．

Sensitivity　to　antimicrobia｝　agents

An．timicrobial　agents
Sもra掻s

TK4 P．　anguiltiseptica

Penicillin

鷺嘩hromy（1熱

01ea猟葉。斑y（3短

しeucomycin
Novoviocin

Chloramphetsnicol

Tetracyclirte

Ka盤a搬yc熱

C◎蓋st沁

一：　Strongly　sensit．ive，

一：　lnsensitive

一H”：Moderately　sensitive，　十：Weakly　sensitive，

335
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　　　Psθ翻oγ陀。？zas　sp．　TK4　has　beert量so至aもed　as　an　SC】［）ase－pr◎（沁。聴bac’teriwm（魏◎θ孟

al．，　1995）　and　found　to　be　very　sirnilar　to　P．　angzeilliseptica　based　on　the　physiological

and　biolochemical　characteristics　in　this　study．　Thus，　we　examined　whether　P．　angzeil一

ご器碕匪勿αpr◎duces　SCDase　or燕◎t．1貰もeresも噂y，　R◎t　o筑1y　TK4　b虞als（）P．α㎎篇認¢s即一

ttca　NCMB　1949　released　SCDase　into　the　culture　supernatant　when　cultivated　in　medium

A．　However，　the　other　3　species　of　PsezLdomon（ms　and　known　fi＄h　pathogens　tested　did

Rot　produee　the　eRzyme　under　the　conclitieRs　（Table　3）．　ff’ig．　3　shows　the　time　eourse　for

the　production　of　SCDase　by　TK4　and　P．　angutltiseptica．　The　enzyme　activity　released

in　the　culture　supernatant　by　TK4　was　detected　at　1　day　after　inoe．ulation　of　the　bact，eri一

円澱and　r¢ache（1　a　plaもea疑at　2－4　days，　wh銀eもha婁by　P。α㎎編Z認s礎）赫。αre哉che（i　a獄axi－

mum　in　2　days．　It　was　found　that　the　production　of　SCDase　by　the　｝atter　wa＄　relatively　low

（Fig．　3），　possibly　due　to　the　lower　growth　rate　ef’P．　angzeitliseptica　in　the　medium　used．

　　　Lyso一一sphiRgolipids　have　been　known　te　exert　hemO｝ytic　（Taketoirti　and　Kawamura，

1970）　or　cytotoxic　activity　（Sugiyama　et　al．，　1990）．　Lyso－sphingolipids　vv’ere　also　found

to　be　a　potent　inhibitor　for　protein　kmase　C　（Hannun　and　Bell，　1987）　which　is　knowri　to

Pねyan　imPortant　role　ln　an㎞traceUular　signa血lg　cascade．　Recently，　we　reported　the

apoptosis　of　Neuro2a　cells　induced　by　｝yso－sphiRgolipids　wtth　a　Ratural｝y　oceurriRg

stereochemical　configuration　（Sueyoshi　et　at．，　，1997；　Sueyoshi　et　al．，　2001）．　ln　the　pre－

sent　study，　it　was　observed　that　sphirrgosylphosphoryleholme　（lyso－spltmgomyelm）　and

galact◎sylsp㎞9◎S畑（psyCh◎s漉）have　sもro㎎he獄oMまC　aCもiviもy艶r薮sh　e堪hr◎C》咤es，

although　their　parental　sphngolipids　（galactosylceramide　and　sphingomyelin）　nor　fatty

a¢ids　had　no　effects　（Fig．　3）．

　　　As　previously　reported，　SCDase　caR　hydrolyze　Ret　eniy　glycosphingettpid＄　bnt　alse

sphingomyelin　to　generate　their　lyso一一　forms　（lto　et　ae．，　1995）．　Lyso－sphingolipids　are

hemolytic　for　various　erythrocytes　includ血g　those　of且sh　and　possibly　toxic　to　vertebrates

哉もthe　ce懸盤ar韮evel．　Thus，　SCDase－pr◎d鷲。㎏bkcもeria　co撮d　be　a　virnieRc¢f象ct◎r　f（）r銭sh

disease，　especially　red　spot　disease　of　eel，　beeause　P．　angzeilliseptica，　a　pathogen　caus－

ing　the　disease，　was　also　fourid　to　produce　SCDase　in　this　study．

Table　3．　Aetivity　of・SCDase　from　fish　pathogenic　baeteria．

Species Strain Source SCDase　activity　（ltU／ml）

E．臨漁
叢．tαrcta
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F勲匿．3．　Pred秘。も玉◎鍛。｛』SCDase　by　TK4　and　P．縄聡gz認ε髭5郡｝tica

　　　　　　　（A）　and　heraolysis　ef　carp　ei　ythrgcytes　by　｝yse－sphn－

　　　　　　golipids　（B）．

　　　　　　　（A），　Each　strain　was　cultured　at　250C　for　the　periods

　　　　　　indicated　and　the　enzyme　activity　was　assayed　as

　　　　　　described　under　“MATERIALS　AND　METHODS”．　O，

　　　　　　TK4；　Z，　P．　angzeilliseptica．　（B），　Carp　erythrocytes

　　　　　　　（7．5×106　cells）　were　incubated　wtth　appropriate　coR－

　　　　　　centrations◎f王yso－sph三轟9◎三ip韮ds◎r康eir　pare藍a匪

　　　　　　sp｝麟gdip韮ds蟄2（X）μ1◎f　2（｝醐PBS（p｝｛7．4うaも37℃

　　　　　　for　3e　miR．　After　incubatieR，　4Ceptl　of　PBS　was　added

　　　　　　and　centrifugation　performed　at　4　eC　（800gXsmin）．

　　　　　　The　supernatants　were　transferred　into　wells　of　a

　　　　　　96－well　microtiter　plate　and　then　the　absorbance　of

　　　　　　each　well　was　measured　at　541nm．　O，　galactosylsph－

　　　　　　ingosine；　O，　sphingosylphosphorylcholine；　十，　stearic

　　　　　　ac重d，　galact◎sy至cera麗de◎r　sph泣唱or縦ye㎞．
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