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ABSTRACT 

 Bacillus thuringiensis Cry4Ba toxin, a mosquito-larvicidal protein, forms oligomeric 

pores in the midgut epithelial cell membrane, causing cell lysis and larval death. However, a molecular 

feature of the oligomerization process is still unclearly solved. This study aims to provide clear insight 

into the structural basis for oligomerization of the Cry4Ba toxin. Here, it was found that the 65-kDa 

toxin monomer was unable to self-assemble into a pre-pore oligomer in solution. When the 65-kDa 

toxin monomer was incubated with micelles designed as a membrane-mimetic environment, the 

micelle-induced trimer of ~200 kDa was observed via both modified SDS-PAGE and size-exclusion 

chromatography. Additionally, this ~200-kDa trimer, which exhibited a high stability in solution, was 

mainly formed through a network of salt bridges. The FPLC-purified toxin trimer was more effective 

for membrane perturbation activity on calcein-entrapped liposomes than the toxin monomer. A three-

dimensional (3D) structure of the toxin trimer at ~5 nm resolution was successfully obtained by 

negative-stain electron microscopy (EM) in combination with single-particle reconstruction to show a 

symmetrical three-fold propeller-like structure. Additionally, fitting of the 65-kDa full-length Cry4Ba 

atomic structure into the EM-3D map showed domain organization of individual subunits within the 

trimeric complex. Moreover, the molecular organizations of toxin trimers were clearly elucidated by 

high-speed atomic force microscopy (HS-AFM) to be composed of three subunits with a structural 

transition from the propeller-like structure into a globular-shaped trimer upon interacting with the lipid 

membrane. Furthermore, a trimeric arrangement of toxin monomers was demonstrated by successive 

HS-AFM imaging, illustrating subunit interactions within the DMPC/CHAPSO bicelle membrane. 

Altogether, these findings provide direct insight into the structural requirement of a membrane-bound 

monomer for the trimerization process of the Cry4Ba toxin. 
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บทคดัยอ่ 
 โปรตีนสารพิษ Cry4Ba ซ่ึงเป็นโปรตีนฆ่าลูกน ้ ายุงท่ีผลิตจาก Bacillus thuringiensis สามารถสร้างรูร่ัวใน
เยื่อหุ้มไขมนัของเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหารท าให้เกิดการแตกของเซลลแ์ละการตายของลูกน ้ า อย่างไรก็ตามความรู้ความ
เขา้ใจเก่ียวกบักระบวนการรวมตวัเป็นโอลิโกเมอร์ท่ีก่อให้เกิดรูร่ัวของโปรตีนสารพิษดงักล่าวนั้นยงัคงไม่กระจ่างชัด ใน
การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ืออธิบายรายละเอียดอย่างชดัเจนเขา้ไปในโครงสร้างพ้ืนฐานของกระบวนการรวมตวัเป็น
โอลิโกเมอร์ของโปรตีนสารพิษ Cry4Ba ในท่ีน้ีพบวา่การรวมตวักนัของโปรตีนสารพิษเพ่ือสร้างโอลิโกเมอร์นั้นไม่สามารถ
เกิดข้ึนได้เองในสารละลาย อย่างไรก็ตามเม่ือโมโนเมอร์ท่ีมีขนาด 65 กิโลดาลตันถูกบ่มผสมกับไมเซล (micelle) ท่ีถูก
น ามาใชจ้  าลองสภาวะแบบเยื่อหุ้มไขมนั พบว่าเกิดไตรเมอร์ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยไมเซลขนาดประมาณ 200 กิโลดาลตนัโดย
การวิเคราะห์ดว้ย modified SDS-PAGE และวิธี size-exclusion chromatography นอกจากน้ีพบว่าไตรเมอร์ขนาดประมาณ 
200 กิโลดาลตันน้ีมีความเสถียรอย่างมากในสารละลายโดยมีการรวมตัวกันเป็นไตรเมอร์ด้วยพันธะ hydrophobic 
interactions เป็นหลัก และยงัพบว่าไตรเมอร์บริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพในการท าให้เกิดการแตกของ calcein-entrapped 
liposome ไดม้ากกวา่โมโนเมอร์ ในการศึกษาคร้ังน้ีประสบความส าเร็จในการสร้างโครงสร้างแบบสามมิติของไตรเมอร์ท่ีมี
ความละเอียดประมาณ 5 nmโดยอาศยัโครงรูปท่ีได้จากวิธีการ negative-stain electron microscopy (EM) ร่วมกับ single-
particle reconstruction พบว่าไตรเมอร์มีโครงสร้างคล้ายใบพดัท่ีมีสมมาตรแบบสามซ ้ า นอกจากน้ีพบว่าสามารถท่ีจะ
จดัเรียงโครงสร้างของโมโนเมอร์เขา้ไปภายใน EM-3D map ไดอ้ย่างลงตวั ซ่ึงท าให้สามารถบ่งบอกถึงการจดัเรียงตวัของ 
domain ของแต่ละ subunit ภายในไตรเมอร์ได ้นอกจากน้ีพบว่าการจดัระเบียบเชิงโมเลกุลของไตรเมอร์น้ีสามารถถูกแสดง
อย่างชดัเจนโดยใช ้high-speed atomic force microscopy (HS-AFM) ซ่ึงประกอบดว้ยสาม subunit ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเชิง
โครงสร้างจาก propeller-like structure เป็น globular-shaped trimeric structure เม่ือมีการจบักบัเยื่อหุ้มไขมนั ยิง่ไปกวา่นั้น
พบว่าการจดัเรียงตวัเป็นไตรเมอร์ของโมโนเมอร์ไดถู้กแสดงอย่างชัดเจนเช่นกันดว้ยการถ่ายภาพแบบต่อเน่ืองดว้ย HS-
AFM ซ่ึ งแสดงให้ เห็น ถึงการรวมตัวกันของแต่ละหน่วยย่อยเป็นไตรเมอร์ภายใน เยื่อ หุ้มไขมัน ท่ี เต รียมจาก 
DMPC/CHAPSO bicelle โดยสรุปจากการค้นพบทั้ งหมดเหล่าน้ีเป็นการแสดงหลักฐานโดยตรงของความต้องการเชิง
โครงสร้างของโมโนเมอร์ท่ีจบักบัเยือ่หุม้ไขมนัส าหรับกระบวนการรวมตวัเป็นไตรเมอร์ของโปรตีนสารพิษ Cry4Ba 
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