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昆虫病原細菌 Bacillusthuringiensisの結晶性毒素の

形態とプラスミド DNA

飯塚敏彦・石埜正穂・中島敏夫

(北海道大学農学部蚕学教室)

(昭和 57年4月27日受理)

Comparative Morphology of Parasporal Crystals and Characterizations 

of Plasmid DNA  from Various Subspecies of Entomopathogenic 

Bacteria， B.αcillus thuringiensis 

Toshihiko IrZUKA， Masao ISHINO and Toshio NAKASHIMA 
(Laboratory of Sericology， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， Japan) 

昆虫病原細菌 B.thuringinesisは，昆虫に毒性を示す

蛋白質の結品性毒素を産生することによって B.cereus 

と分類学上の区別がなされている16)。この結晶性毒素

は，昆虫が経口的に消化管内にとり入れた時，消化液中

の酵素による分解をうけはじめて腸管麻簿ならびに全身

麻揮を伴う毒性を示すことからふendotoxinとよば

れた16)。

B. thuringiensisの産生する結晶性毒素は，一般にダ

イヤモンド型 (diamond-sha ped)，重ピラミッド形 (bi-

pyramidal)，偏菱形立方体 (rhomboidal)とよばれる形

態をしており，芽胞のう内で，芽胞とならんで形成され

ることから parasporalbodyとよばれた15)。結晶性毒

素は，芽胞のうの時期を経て芽胞とともに菌体外に遊離

するが，その時期は各亜種によって異なり，早いもので

培養後24時間から遅いもので約10日である。

ところで，この結晶性毒素の形態が，通常の重ピラミ

ッド形とは異なる不定形立方体 (irregular)，ならびにサ

イコロ状 (cuboidal)をした亜種が次々と見出された6，27，

3，28，32) 。

また，通常芽胞当り 1個の結品性毒素が形成され

るが 1芽胞当り 2個ないし3個形成される菌株も発見

された21，33，1，30)。

現在，B. thuringiensisは， de BARJAC and BON-

NEFOI4)の提案による鞭毛抗原 (H叩 1tigen)に基づく分

類が受け入れられており， serotype 19までの亜種なら

びに鞭毛抗原をもたない2つの亜種と合わせて 21亜種
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(33菌株)が報告されている。この中， serotype 1， subsp. 

thurillgiensisでは，thuringiensis BERLINERのほか

に，同じ血清型であるが REEVESand GARCIA33)に

よって見出された bicrystalliferousstrain， BA-068の

2菌株，また， serotype 3 a， 3 b， subsp. kurstakiでは，

血清学的に異なり幻l，プラスミド構成も異なる17)HD-1 

株，ならびに HD-73株，さらに AMONKAR1)が見出し

た multicrystalliferousstrain MCの3菌株が記載さ

れている17)。この外にも， serotype 10， subsp. dar-

mstadiensisでは， PADUA et a1.32)が見出した通常の

重ピラミッド形結品性毒素以外に，不定形立方体の結品

性毒素を産生する 73-E-10-2ならびに73-E-1O-16の

2菌株が報告されている。

B. thuringiensisの各菌株は，鱗麹目幼虫に強い毒性

を示す細菌として認められていたが，近年，蚊の幼虫に強

い毒性を示す菌株の存在が次々と報告された33，14，3，32)。

ところで， IrzuKA et a[.l8) はこれらの全ての菌株の

プラスミド DNAを検索して，結品性毒素産生能が分子

量 50~150 Mdalの巨大プラスミドに遺伝的に支配され

ている可能性を明らかにするとともに，環状2重鎖DNA

(cccDNA)のみを単離することによって20)，その巨大プ

ラスミドの有する遺伝的役割の重要性を示唆した。

本実験では， serotype 19までの各亜種ならびに鞭毛

抗原をもたない2亜種(合計30菌株)全ての結晶性毒素

の形態ならびに大きさを走査電子顕微鏡によって明らか

にし形態による菌株のクーループ分けを試みるとともに，
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特に不定形立方体の結品性毒素産生株ならびにSHARPE

and BAKER35)によって明らかにされた embedded

bodyを産生する菌株等について，その環状2重鎖DNA

を単離・検討して，プラスミドと結品性毒素の形態との

関わりについて考察した。また，蚊の幼虫に対する病原

性が，結晶性毒素の形態とも関連している可能性につい

ても考察した。

実験材料および方法

供試細菌株

供試した 13.thuringiensis菌株は， lrzuKA et al，18) 

による serotype16までの 24菌株ならびに鞭毛抗原を

もたない subsp.ωuhanensisに加えて，大庭道夫博士，

鮎沢啓夫教授(九州大学農学部)により分与を受けた

subspp. tohokuensis (serotype 17)， kumamotoensis 

(serotype 18)， tochigiensis (serotyp巴 19)ならびに

yunnanensis40) ，また， Ir2UKA et al，l8) では供試され

なかった subsp.funitunus (serotype 2)の計30菌株

とした。

電子顕微鏡用試料作成法

各菌株の培養は， RUSSEL's38) enriched agar (Table 

1)にて行った。培養温度は300Cとしたc 結品性毒素が

産生される時聞は，各菌株によって異なるため，培養時

聞は一定としなかった。集菌した後，試料作成までの処

理方法は Fig.1に示した。処理後の給品性毒素・芽胞

浮遊液は，アルミ円盤の試料台にのせ，自然乾燥後カー

ボン・金蒸着を行って走査電子顕徴鏡(日本電子 JSM-

SI)で観察した。

Table 1. Components of Russel's 

Enriched Broth* 

Components Volume 

Tryptose 

Tryptone 

Yeast extract 

σ
b
o
b
u
b
 

S
4
A
p
o
q
δ
 

Glucose 1 g 

Michaelis' Na-phosphate ~uffer (pH 7.0)判
150mt 

Distilled water l/t 

本 Proposedby RUSSEL S.. TRA VERS38) 

料 1/30M KH2P04: 1/30 M Na2HP04 = 1: 1 

環状2重鎖 DNA(cccDNA)の単離法

B. thuγiηgiensis各菌株からのプラスミド DNAの王手

離法は， IrzuKA et al.17，18)に従い cccDNAの単離

Bacillus thuriηgz目ensisculture medium 

(suspended with Tris帽HClbu庄町 fromagar slant) 

卜一→C印m叫一e印削n凶t
(β35印O∞Or叩pm，15min)

super nalent cell 

(discard) -Tris-HCl buffer suspend 

-centrifuged 

(3500 rpm， 15 min) 

super natent cel1 

(discard) j-distil1ed water 

centrifuged 

(3500 rpm， 15 min) 

cel1 super natent 

(discard) 

一一suspendedwith Michaelis' sodium-
phosphate buffer (pH 7.0) and五xed
:3 hr with 1% glutaraldehyd巴

centrifuged 

(10000 rpm， 10 min) 

super natent cell 

(discard) -distilled water 

-centrifuged 

(10000 rpm， 10 min) 

super natent cell* 

*air dried and coated 

with carbon and gold 

Fig. 1. Procedure for washing and五xing

， 13.. thuringiensis 

(discard) 

法は VAN DEN HONDEL et al，39)に従った。即ち，

アガロースゲ、ル上にフ。ラスミド混合液をマウントする直

前に，その混合液を 100
Q

C，2分間熱処理し，直ちに lce-

water中で急冷した後， 0.7%アガロースゲル上にマウ

ントし電気泳動を行った。

結果

13. thuringiensis各菌株の結晶性毒素を走査電子顕微

鏡で観察し， Plate I-Plate VIに示した。 これら菌株

を結晶性毒素の形態に基づいて大別すると，重ピラミッ

ド形ならびに偏菱形立方体を示す群 (A)，不定形立方体

ならびにサイコロ状を示す群 (B)，ならびに結晶性毒素 l

がわずかに認められるかほとんど認められない群(C)と
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に分けることができた。また， A群では，結品性毒素の

大きさに差が認められることから，通常の大きさ 0.9x

1.7μ の結晶性毒素を産生する群A一(1)，小型>0.4x 1.2μ 

の結晶性毒素を含んでいる群Aべ2)，ならびに巨大1.0x
2.4μな結晶性毒素を産生する A-(3)にそれぞれ分ける

ことができた。 これらをまとめて Table2に示した。

なお， B群では，結晶性毒素の形態は不定形立方体を示

したが.subsp. aizawaiにおいてサイコロ状の形態を

含んで‘いた。 これらの大きさは， 0.5~0.7μ であった。

C群の subsp.canadensisでは，結品性毒素の形態は

小型重ピラミッド形で産生される数は極めて少なく，

Table 2. Morphological characteristics of 

the parasporal crystals produced by 

strains of Bacillus thuringiensis 

A. Bipyramidal & rhomboidal forms 

(1) Regular size (0.9 x 1.7μ) 

thuringiensis Berliner (996) entolllocidus 

thuringiensis BA-068* tolworth，: 

finitimus料

alestiキ

kurstaki HD-1 * 

kurstaki乱1C*

dendγ'olimus 

suhtoxicus 

toωnanoffi* 

pakistani* 

india河d

tohokuensis* 

tochigiensis** 

l.~~"~<.' 、オド*水*wuflanenslふ

(2) Regular & small size (0.4 x 1.2μ) 

sotto 

kenyae* 

galleriae 

mornsolll 

(8) Giant size (1.0x2.4μ) 

yUIlπanensis* 

B. lrregular forms 

aizawai* 

kyushuensis 

C. Few crystal forming 

canadensis 

thompsoni 

darmstadiensis 

dakota 

kumamo toen si s 

israelellsis 

ostriniae 

* Mixed with cuboidal or irregular form 

crystals. 
料 Crystalis not separated with spore. 

キキ* Both tops of some bipyramidal form 

crystal are lost. 

材料 A part of regular rhomboidal crystal is 

lacked. 

subsp. thompsoniでは，光学顕微鏡観察で芽胞のう時

に結品性毒素が認められるもののその後培地中に遊離し

ずらく，本実験では観察されなかった。

ところで， A群の菌株の中で，基本となる形態の結品

性毒素のほかに，基本形とは異った形態を示す結晶性毒

素を含む菌株がし、くつか観察された。それは SHARPE

and BAKER35)が subsp.kllrstaki HD-1で認めた

embedded bodyを結品性毒素に含む一群である。本実

験の結果， subsp. kurstaki HD-1の外にsubspp.kur-

staki MCとkenyaeでサイコロ状の， subspp. kllrstaki 

MC， toumanoffiならびに yunnanensisで不定形立方

体の embeddedbodyが認められた。

subsp. finitullusでは，結品性毒素が芽胞と付着した

ままはなれず， マメコガネの milkydiseaseの病原菌

Bacillusρψilliaeと類似した形態を示した。結品性毒

素の形態は，重ピラミッド形と不定形立方体ともに観察

された。

subsp. tochigiensisでは，通常の重ピラミッド形の両

端が欠けた形態を示す結品性毒素が数多く観察された。

subsp. wuhanensisでは，重ピラミッド形の一面が

大きくまたは小さく欠けている結晶性毒素が数多く観察

された。

subspp. thuringiensis BA-068， pakisω111で、は偏菱

形立方体の結晶性毒素の外にサイコロ状ならびに不定形

立方体のものが混在して観察された。

これら結晶性毒素の形態学的特徴をもっ B.thuringi-

ensis各菌株のプラスミドを検索して， 結晶性毒素の形

態発現に関与する遺伝子の存在を知る可能性を検討し

た。そのため，まずB群の不定形立方体の結晶性毒素を

産生する各菌株ならびにA群の結晶性毒素の形態に特

徴を示す各菌株について環状2重鎖DNAを単離し検討

した。 プラスミドの単離は PlateVII， Plate Vlnに

示した。 この結果 subsp.aiza日出では 5.37と5.49

Mdalの DNA，subsp. kyu必uensisでは1.82Mdal 

の DNA，subsp. israelensisでは 5.49Mdalの DNA

がそれぞれ cccDNAではないことが判明した。また，

IrZUKA et al.18)によって結晶性毒素産生に関与すると

推定されている 50-150Mdalの DNAの比較では，

subsp. sottoが 107.15Mdalに対し， B群の不定形立方

体結晶性毒素を産生する subsp.aizawω で117.49

Mdal， subsp. kyushuensisで114.15と138.04Mdalの

2つの DNA，subsp. israel仰 sisで87.10Mdal， subsp. 

ostriniaeで87.10と117.49Mdalとそれぞれ異って

いた。
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また， A群における結晶性毒素の形態に特徴を示す各

菌株でも IIZUKAet al川の結果と比較すると， subsp 

ku rstaki HD-1において新たに 107.15と138.04Mdal 

のDNAが単離され， 263.03と275.42Mdalの DNA

が単離されなかった。 subsp.pakistaniでも 107.15と

138.04 MdalのDNAが単離され， 165.96， 229.09， 251.49， 

281.84 Mdalの DNAが単離されなかった。なお， 6目92

と6.16MdalのDNAが cccDNAでなかった。 subsp

thompsoniでも 107.15と138.04MdalのDNAが単離

されて141.25MdalのDNAは単離されなかった。 subsp.

kenyaeでは 134.89Mdalの DNAは単離されなかっ

た。 subsp.wuhanensisでは 269.15と295.12Mdalの

DNAは単離されなかった。 subsp.canadensisでは

4.26 MdalのDNAが cccDNAでなかった。 subsp.

fin i tim u sと subsp.ωchigiensisではプラスミドが単

離されなかった。

subsp. yunnaηenslsのプラスミドは， IIZUKA et al.19) 

に従って分子量を計測した結果， 2.57， 3.40， 6.92， 10.96， 

138.04， 141.25 Mdalであった。この中， 6.92 Mdalの

DNAは cccDNAでなかった。 50-150Mdalの分子量

をもっ DNAについて subsp.sottoの 107.15Mdalと

の比較では， subspp. kuntaki HD-1， 1うakistan i tho川-

psonιで107.15Mdalのプラスミドを有していたが

subspp. kenyae， wuhanensis， yunnanensisでは 107.15

Mdal以外の分子量を示した。

論 議

B. thuringiensisの各菌株は，結晶性毒素を産生する

ことによって 1つの分類学的群をなしており，特に突然

変異を誘起させる選抜を行わない限りその産生能は失わ

れない。また，結晶性毒素の形態も，継代を重ねている

中に一般的には変異しないことから，固有の遺伝的形質

と考えられている。近年，Bacillus属細菌において，パ

クテリオシン産生能，毒素産生能がプラスミドによって

支配されていることが報告された。従って，B. thuri-

ngiensisの結品性毒素の産生もプラスミドによって遺伝

的に支配されていることを証明するために，多くの研究

者がプラスミドを単離し，かつ，そのもっている遺伝的

形質を明らかにするための研究がなされた.s，9，12 ，36 ，37 ，24， 

10，17，18.19，20)この中， IIZUKA et al.18)は，現在記載さ

れている B.thuringie川バ全ての菌株を供試し，単離

された各々のプラスミド DNAを検討することによっ

て， 50-150 Mdalの分子量をもっ巨大プラスミドが全て

に共通していること，ならびに subspp.sottoとめom-

Jうsoniが1個のプラスミドを有し，それぞれ 107.15と

141.25 Mdalの分子量をもっ DNAであることから，各

菌株の 50-150Mdalのプラスミド DNAが結晶性毒素

産生能を支配する遺伝的情報をもつことを指摘した。

本実験では，現在世界で記載されている β.thuringi・

ensis 30菌株について走査電子顕微鏡学的観察を行い，

各菌株が産生する結晶性毒素の形態的な特徴を明らかに

した。その結果，結晶性毒素の形態は，従来記載されて

いる基本的な形態(bipyramidal，rhomboidal， cuboidal， 

irregular)7 ，26，13，5，2，30，31，9，32，27，28，29)と特に異なるものは

観察されなかったものの， SHARPE and BAKER35)が

subsp. kurstaki HD-1ではじめて観察した embedded

bodyが，本供試菌株中でも観察され，サイコロ状の

embedded bodyが subspp.kurstaki HD-1， kurstaki 

MC， kenyaeで，不定形立方体の embeddedbodyが

subspp. toumanojfi， yunnanensisでそれぞれ観察され

た。 これら embeddedbodyがどのような過程で作ら

れ，この封入体がし、かなる意味をもっているかは必ずし

も明確にされていないが， FASTが個人的にのべたとい

う35)embedded bodyが感染した幼虫の消化液で溶解

しないとしづ事実は，この封入体が結晶性毒素と蛋白質

の構成に違いがあることを示している。

一方，B. thuηngiensisの産生する結晶性毒素が.従

来，鱗麹目幼虫に強い病原性を有していたのに対し，

REEVES and GARCIA33)ヵ;subsp. thuringiensis BA 

068で蚊の幼虫にはじめて病原性を見出して以来，HALL

et al.l4) が subspp. HD-1， tolworthi， galleriae， 

kenyae， entomocidus， aizaτval iこ， DE BARJAC3)ヵ:

subsp. israelensisに OHBAand AIZAWA27)がsubsp.

kyushu仰山に， PADUA etal.32)が不定形立方体の結

晶性毒素を産生する subspp.daωr.川stωadiens訂tμs7ね3一Eι一1叩0-

2，7η3-E-10-1凶6にそれぞれ病原性を見出した。 これら蚊

の幼虫に病原性を有する各菌株の特徴は， subspp. toι 
τvorthi， entomocidusを除いて，不定形立方体の結晶性

毒素を形成する菌株ならびに embeddedbody封入体

を有する菌株であることが注目される。今後，結晶性毒

素の形態と鱗麹目ならびに双趨目幼虫に対する病原性と

の関連が検討されなければならないと考える。

subsp. aizawaiにおいて，不定形立方体とサイコロ

状の結晶性毒素が同一菌株中に観察された。このこと

は，これら 2つの形態が環境要因によって互に変化する

形質である可能性もあるが，それぞれの形態が遺伝的に

固定されているとすると，選抜によって 2つの形態の菌

株に分け得る可能性もあるo 特に， NrsHIlTsUTSUJI-
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UWO et al.25)が subsp.aizawaiから重ピラミッド形

の結品性毒素を産生する sporelessmutantを選抜した

ことから，結晶性毒素の形態を遺伝的形質と考えて検討

する上で最適の材料と考えられる。なお， subsp. finiti四

/JlUSにおいても同じ菌株中に重ピラミッド形と不定形

立方体の結晶性毒素が観察されており， subsp. aizawai 

とともに検討を続けていきたい。

subspp. alestiとtohokuensisで、結品性毒素の他に球

状体が数多く観察された。 OHBAet a1.30)によると

subsp. tohokuensisは，結晶性毒素が培地中に遊離後，

次第に溶解して消失することを報告していることから，

これら球状体は結品性毒素の溶解の過程で出現する物質

と考えられる。この点の証明については subsp.alesti 

の球状体とともに今後検討したい。

本実験では，結品性毒素の形態とプラスミド DNA，

特に環状2重鎖DNAとの関連を明らかにすべく検討を

進めた。 IIZUKAet al.18)が明らかにした 50-150Mdal 

の分子量をもっプラスミドDNAが，結品性毒素産生を

支配するプラスミドである可能性は，本実験でも依然、と

して可能性のまま残った。即ち，これら 50-150Mdalの

分子量を有するプラスミドDNAが環状2重鎖 DNA

であることが明らかにされたためて、ある。しかし sub-

spp. finitimusと tochigiensisでプラスミド DNAが

単離されなかったが， subsp. finitimusでは FAUSTet 

al.10)が本実験と異なる条件下では単離していること，

subsp. tωoc必hiぽgz附el仰n凡川1:υ町s川g

変えることによつて単離される可能性があること(飯塚.

未発表)から， 必ずしも先の結果18)とは矛盾しなかっ

た。ただし，本実験の目的の 1つである B.thuringi-

enslsの産生する結晶性毒素の形態とプラスミド DNA

との関連では，特に明確にし得なかった。

また，結晶性毒素の大きさによって B.thuringiensis 

各菌株を分類する試みは，この形質が培養条件等環境要

因によって変化することから，大きさを決定する各環境

要因を検討することが第ーの課題と考えた。

IIZUKA et al.I8)の単離したプラスミドDNAと本実

験で単離したプラスミドDNAとでは，分子量の大きな

プラスミドにおいて相違が認められた。即ち，本実験で

はアガロースケール電気泳動装置を水平型としたが，この

装置は分子量の大きいプラスミドDNAの分離能がよく

ないため相違が出た，と考えられる。

摘要

B. thuringiensis 30菌株について，結晶性毒素の形態

を走査電子顕微鏡によって観察した。その結果，これら

菌株を従来明らかにされている重ピラミッド形，偏菱形

立方体，不定形立方体ならびにサイコロ状で、分類すると

ともに (Table2)，すでに subsp.ku月 takiHD-1で存

在が知られている embeddedbodyを有する菌株を明

らかにした。Jl[Jち， subspp. kurstaki HDー1，kurstaki 

MC， kenyaeではサイコロ状の， subspp. toumanojfi， 

yunnanensisでは不定形立方体の embeddedbodyが

観察された。

subspp. thllringiensis BA-068， .finitimus， aizawai， 

ρakisω幻では 2種類の形態の結晶性毒素が混在して

いることが観察された。

subsp. tochigiensisでは，重ピラミッド形の結晶性毒

素の外に， ピラミッド形の両先端が失われている形態の

結晶性毒素が観察された。

subsp 叩 uhanensisでは，重ピラミッド形の一面の一

部が欠けた状態の結晶性毒素が多数混在しているのが観

察された。

これら特徴ある形態を示す結品性毒素産生菌株につい

て，プラスミド DNA特に環状2重鎖 DNAを単離し

て，H thllringien訂sの産生する結晶性毒素の形態を支

配するプラスミドを特定することの可能性を検討した

が，本実験の結果からは明らかにされなかった。
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Summary 

Thirty strains of B. thuringicnsis representing 

24 di妊erentH-antigen serotypes and 2 non-H anti-

genic strains were examined by scan-electron mi-

croscopy and their parasporal crystals were com-

pared for differences in morphology. The classi五-

cation by their shapes of parasporal crystals which 

indicate bipyramidal and rhomboidal， irregular and 

cuboidal， and a few crystalliferous strains was 

tried (Table 2). 

Inclusion bodies called as embedded bodies other 

than the parasporal crystals were observed in 

subspp. kurstaki HD-1， kurstaki MC  and kcnyac， 

which shapes were cuboidal， and in subspp. touma-

l10ffi and yunnancnsis， which shapes were irregular. 

1n subspp. thuringicnsis BA-068， jinitimu5， aiza-

wai and pakistani， two kinds of shapes in the par-

asporal crystals were observed in the mixture. 

1n subsp. tochigiensis， both tops of many bipyra-

midal form crystals were observed in lost. 

1n subsp. wuhancnsis， a part of regular rhom-

boidal crystals in shape were lacked on the surface. 

The coval巴ntlyclosed circular DNA (cccDNA) 

pro五les in these various strains which indicate 

some spec泊cmorphology in parasporal crystals 

were compared with another strains produced 

regular bipyramidal and rhomboidal shape crystals. 

Characteristics of cccDNA from the some strains 

of B. thuringicnsis which indicate the difference 

in the morphology of parasporal crystals were not 

r巴cognizedin cccDNA elements on the slab gel. 
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Explanation of plates 

Plate 1 

Each number in micrographs indicates serotype serotype based on classi五cationaccording to 

Dr. H. DE BARJAC 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of 8acillus thuringiensis 

subsp. thuringiensis Berliner [1 (Ber)]， thuringiensis BA-068 [1 (BA-068)]， finitimus (2)， alesti (3 a)， 

如何takiHD-1 (3 a， 3 b (HD-1)]， and kurstaki MC  [3 a， 3 b (MC)]. 

SPH indicates spherical bodeis and EM indicates embedded body in each micrograph. Arrows 

in 3 a， 3 b (HD-1) indicate cavities freed from the embedded body in parasporal crystal. X 10，000 

Plate II 

Each number in micrographs indicates serotype based on class五cationaccording to Dr. H. DE 

BARJAC. 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of Bacillus thuringiensis 

subsp. sotto [4 a， 4 b (sotto)]， dendrolimus [4 a，4 b (den)]， kenyae (4 a， 4 c)， galleriae (5 a， 5 b)， cana-

densis (5 a， 5 c) and suhtoxicus [6 (suh)]. 

EM indicates embedded body in each micrograph and allow in 4 a， 4 b indicates cavity freed 
from the embedded body in parasporal crystal. X 10，000. 

Plate III 

Each number in micrographs indicates serotype based on classi五cationaccording to Dr. H. 

DE BARJAC. 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of Bacillus thuringi・ensis

subsp. entomocidus [6 (cnt)]， aiz山
ostriniae (8 a， 8 c). 

CUB in 7 (x 3，000) indicates cuboidal form crystals and IR in the same micrograph indicates 
irregular form crystal. X 10，000. 

Plate IV 

Each number in micrograph indicates serotype based on classification according to Dr. H. 

DE BARJAC. 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of Bacillus thuringiensis 

subsp. tOIWOl幼 i(9)， darmstadiensis (10)，ωumanoffi (11 a， 11 b)， kyushuensis (11 a， 11 c)， and thollψ-
soni (12). 

SP in 12 indicates sporangium and allows i!l 11 a， 11 b indicate irregular form embedded 
bodies. x 10，000. 
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Plate V 

Each number in micrographs indicates serotype based on classification according to Dr. H. 

DE BARJAC. 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of Bacillus thuringiensis 

subsp・pakistani(13)， islaelensis (14)， dakota (15)， indiana (16)， tohokuensis (17) and kumamotoensis 
(18). 

IR in 13 indicates irregular form crystal and SPH in 17 indicates spherical bodies. X 10，000. 

Plate VI 

Each number in micrographs indicate serotype based on classification according to Dr. H. 

DE BARJAC. 

Electron micrographs indicate parasporal crystals (c) and spores (s) of Bacillus thuringiensis 

subsp. tochigiensis (19)， wuhancnsis (wuh) and yunnanensis (yun). 

AJlows in 19 indicate parasporal crystal lost both tops of bipyramidal form， allows in wuh 

indicate parasporal crystals lacked a part of regular rhornboidal form， and allows in yun indi-

cate irregular form ernbedded bodies. X 10，000. 

Plate vn 
Representative comparison of numbers of plasmid DNA elements isolated from strains of 

Bacillus thuringiensis on agarose gels subjected to electrophoresis. DNA preparations and stand-

ards were applied to the sample slots (20-50μs) of 0.7% agarose slab gel (Tris-EDTA-borate 

buffer at pH 8.0) and electrophoresis was carried out at 2 mA  for 15 min. folJowed by 40 mA for 

5 hr. Direction of migration is from the right to the left. White pointers indicate no covalently 

closed circular DNA elements as revealed on the original photographic negatives when compared 

with heat-treated (ム)samples. The thick white bandings in the slots are chromosomal DNA. 

Plate Vln 

Representative comparison of numbers of plasmid DNA elements isolated from strains of 

Bacillus thuringiensis on agarose gels subjected to electrophoresis. DNA preparations and stand-

ards were applied to the sample slots (20-50μs) of 0.7% agarose slab gel (Tris-EDTA-borate 

buffer at pH 8.0) and electrophoresis was carried out at 2 mA  for 15 min. followed by 40 mA for 

5 hr. Direction of migration is from the yight to the left. Arrows in the slot indicate no 

covalently closed circular DNA elements as revealed on the original photographic negatives 

when compared with heat-treated (ム)samples. The thick white bandings in the slots are chro-

mosomal DNA. 
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