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แบคทเีรยี  Lysinibacillus  sphaericus   สรา้งโปรตนี  binary  toxin  (Bin) ทีป่ระกอบดว้ยโปรตนี  
BinA  และ BinB  ทีม่ขีนาด  42 และ 51 กโิลดาลตนัตามลําดบั  โปรตนีทัง้สองนี้ต้องทํางานร่วมกนัในการ
ออกฤทธิฆ์า่ลูกน้ํายุงราํคาญและยุงกน้ปล่อง โดยไมฆ่า่ลกูน้ํายุงลาย BinB ทาํหน้าทีจ่บักบัตวัรบัจาํเพาะบน
เยือ่หุม้เซลล ์ และ BinA  ทาํหน้าทีท่าํลายเซลล ์  เพื่อเขา้ใจกลไกการทาํงานของโปรตนีสารพษิ Bin ในเชงิ
ลึกถึงระดับโมเลกุลมากยิ่งขึ้น เราได้ศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีน BinB โดยใช้เทคนิค X-ray 
crystallography โครงสรา้งสามมติขิอง BinB ประกอบไปดว้ยสองสว่น คอืทางดา้นปลายอะมโินมโีครงสรา้ง
คลา้ยกบัโปรตนีทีจ่บักบัน้ําตาล หรอื lectin สว่นทางดา้นปลายคารบ์อกซลิมรีปูรา่งยาวและมโีครงสรา้งหลกั
เป็น β-strands ซึ่งมลีกัษณะคล้ายกบัโปรตีนสร้างรูร ัว่ชนิด aerolysin งานวจิยันี้ยงัได้ทําการศึกษาการ
เปลีย่นแปลงโครงสรา้งระดบัเซลล์ของลูกน้ํายุงหลงัจากไดร้บัโปรตนีสารพษิ Bin จากผลการทดลองพบว่า
โปรตนีสารพษิ Bin สง่ผลใหเ้กดิพยาธสิภาพภายในเซลลก์ระเพาะลกูน้ํายุงทีม่ลีกัษณะคลา้ยกบัการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis และเซลล์ที่ได้รบัโปรตีนสารพิษ Bin ยงัสามารถกระตุ้นเอนไซม์ caspase-3 และ 
caspase-9 ได้ แสดงใหเ้หน็ว่าความเป็นพษิของโปรตนีสารพษิ Bin ในเซลล์ลูกน้ํายุงมคีวามเกีย่วขอ้งกบั
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis โดยผ่านตวักลาง mitochondria ทีส่ามารถนําไปสู่การตายของ
ลกูน้ํายุง นอกจากนี้งานวจิยันี้ไดศ้กึษาการจบัและเขา้สูเ่ซลลเ์ยือ่บุกระเพาะลูกน้ํายุงของโปรตนีสารพษิ Bin 
ดว้ยการตดิสารเรอืงแสงทีโ่ปรตนีโดยเปรยีบเทยีบระหว่างลูกน้ํายุงรําคาญและลูกน้ํายุงลาย จากการเลี้ยง
ลกูน้ํายงุดว้ยโปรตนี BinA และ BinB ทีต่ดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสงพบวา่โปรตนีทัง้สองชนิดมกีารอยูร่ว่มกนัที่
ตาํแหน่งเดยีวกนัทัง้ทีบ่รเิวณผวิเซลลแ์ละใน        ไซโทพลาสซมึของเซลลก์ระเพาะลกูน้ํายงุราํคาญ ในขณะ
ทีเ่ลีย้งลกูน้ํายุงดว้ยโปรตนีเพยีงชนิดเดยีวพบวา่โปรตนี BinA จบัทีผ่วิเซลลเ์ทา่นัน้แต่โปรตนี BinB สามารถ
เขา้สู่ไซโทพลาสซมึได้ อย่างไรกต็ามเมื่อเลี้ยงลูกน้ํายุงลายด้วยโปรตนีทัง้สองชนิด หรอืชนิดเดยีวกต็าม 
พบวา่โปรตนีจบัอยูบ่รเิวณผวิเซลลเ์ท่านัน้โดยไมเ่ขา้สูเ่ซลล ์จากผลการทดลองคาดวา่โปรตนี BinB มหีน้าที่
ในการนําโปรตีน Bin เขา้สู่เซลล์เยื่อบุกระเพาะลูกน้ํายุงที่ตอบสนองต่อโปรตีน  และการเข้าสู่เซลล์ของ
โปรตนี BinA มคีวามสาํคญัต่อการเกดิความเป็นพษิต่อลกูน้ํายงุ  
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 The binary toxin produced from Lysinibacillus sphaericus is highly toxic against Culex and 
Anopheles mosquito larvae but not toxic against Aedes larvae. The two components of the binary 
toxin are 42-kDa BinA and 51-kDa BinB. BinA is proposed to function as a toxic subunit, whereas 
BinB is responsible for receptor binding.   To clarify the structure and function of binary toxin, we 
successfully determined the crystal structure of BinB. The globular N-terminal domain has a β-trefoil 
scaffold which is a highly conserved architecture of some sugar binding proteins or lectins, suggesting 
a role of this domain in receptor-binding. The BinB β-rich C-terminal domain shares similar three-
dimensional folding with aerolysin type β-pore forming toxins, suggesting the cytolytic mechanism of 
BinB via pore formation. To gain deeper insights into the molecular mechanism underlying the toxicity 
of binary toxin, cellular responses to Bin toxin were examined the cytopathic effects in vivo to define 
the underlying mechanism of larval death.  Typical morphological changes consistent with apoptosis 
were observed. Bin toxin also induced the activation of caspase-9 and caspase-3 in larval midgut 
cells. Our current observations thus suggest that Bin toxin triggers apoptosis via an intrinsic or 
mitochondrial pathway in vivo, possibly contributing to larval death. We also compared the binding 
and internalization of binary toxin into the midgut epithelial cells of susceptible Culex quinquefasciatus 
mosquito larvae with those of Bin-refractory Aedes aegypti. When fed with a mixture of both 
components, co-localization of BinA and BinB was detected both on the cell surface and in the 
cytoplasm of Culex larval gut cells. However, administration of BinA alone resulted in localization 
only on the cell membrane, whereas BinB alone was detected both on the cell membrane and inside 
the cytoplasm. In contrast, when a mixture of both components, or each individual component, was 
fed to Aedes larvae, BinA and BinB were unable to reach the cytoplasm and were localized only on 
the cell membrane, suggesting that the internalization of BinA is essential for toxicity.  

Keywords: binary toxin, immunohistochemistry, receptor binding, site-directed mutagenesis, 
larvicidal activity, X-ray crystallography 
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