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中文摘要 

阿茲海默症為全世界 65 歲以上老人失智症的主要原因，不斷增加的研究證據

指出了病人腦中，γ-seacretase 調控 amyloid-β 的製造與此疾病之間有緊密關係，因

此一種治療或減緩病程的策略乃降低 γ-seacretase 製造 amyloid-β 之活性。近期研

究已發現了數個與 γ-seacretase 具交互作用之蛋白質，具有調控 γ-seacretase 活性之

能力。本實驗室先前的 RNAi 篩選發現，囊泡型 ATPase V0 的 d1 次單元(ATP6V0d1)

為γ-seacretase可能之調控者，為進一步明瞭此蛋白對γ-seacretase活性調控之角色，

因此在表現 ATP6V0d1 之情況下，分別檢驗 γ-seacretase 所催化之 amyloid precursor 

protein (APP-C99)與 Notch (N∆E)蛋白水解的反應。實驗結果結果顯示了表現

ATP6V0d1 對於 γ-seacretase 所調控之 N∆E 之水解具有顯著之增強現象，同時降低

了細胞內 APP-C99 之表現量，此一發現顯示了 ATP6V0d1 可能選擇性的影響了

γ-seacretase 與其受質的作用。 

 

關鍵字:阿茲海默症、γ-seacretase、類澱粉前驅蛋白、Notch 路徑、囊泡型 ATPase、

溶小體、ATP6V0d1 
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Abstract 

Alzheimer’s disease (AD) is one of the major causes of dementia among people over 

age of 65 around the world. Accumulated studies have shown a significant correlation 

between the AD pathogenesis and the γ-seacretase-mediated (Aβ) production in the 

patient’s brain. One of the possible strategies to cure or slow the disease progression of 

AD is to reduce γ-seacretase activity to lower Aβ production. Resent reports have found 

a number of γ-seacretase-interacting proteins that could potentially play a role in the 

modulation of γ-seacretase activity. Our RNAi screen identified one of the 

γ-seacretase-interacting proteins, vacuolar ATPase V0 domain d1 subunit (ATP6V0d1) 

as a possible γ-seacretase modulator. To validate its role in the modulation of 

γ-seacretase activity, γ-seacretase-catalyzed cleavages of amyloid precursor protein 

(APP-C99) and Notch (N∆E) were examined in response to the overexpression of 

ATP6V0d1. Our result demonstrated that overexpression of ATP6V0d1 

doessignificantly enhance the γ-secretase-mediated cleavage of N∆E, andalso markedly 

reduce the APP-C99 level. These findings suggest that ATP6V0d1 could act as a 

modulator by differentially governing the interactions between γ-secretase and its 

selective substrates. 

Key word: Alzheimer’s disease, γ-seacretase, APP, Notch pathway, vacuolar ATPase, 

lysosome, ATP6V0d1 
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緒論 

阿茲海默症 

阿茲海默症為失智症之主要原因之一，其好發於 65 歲以上之老年人，主要症

狀包況記憶力喪失、語言與邏輯能力下降、運動功能遲緩，生活功能嚴重受影響，

至 2010 年為止全球失智症患者估計達 3560 萬人，其中以阿茲海默症為主因之老

年失智症比例可高達 70%。因為患者自理生活之能力嚴重不足，故病患人數之增

加對許多國家之醫療與長期照護體系帶來嚴重之衝擊(Hebert et al. 2000; WHO 

2010; Hirtz et al. 2007)。以美國為例，阿茲海默症於十大死因中排名第七，直到 2008

年全美國估計有超過 520 萬名阿茲海默症病患，而照顧這些病患的非職業照護者

更高達 1000 萬人，付出了 84 億的等效工時與相當於 890 億美元的醫療照護成本

(Alzhimer’s Association 2008)。 

此疾病於 1907 年由 Alois Alzheimer 醫生發現，患者腦部可見明顯之萎縮，其

中又以海馬迴(Hippocampus)與額葉皮質(frontal cortex)區域最為嚴重，病理組織的

切片中，則有明顯的細胞外斑塊( senile plaues )與神經細胞內部纖維糾結

( neurofibrillary tangles )之病理特徵，細胞外斑塊主要由 β-類澱粉蛋白（β-類澱粉

蛋白）所構成，而細胞內纖維糾結則是由於細胞骨架相關之 tau 蛋白過度磷酸化所

造成(Serrano-Pozo et al. 2011)。 

目前被廣為接受的致病機轉為 β-類澱粉蛋白假說（Amyloid hypothesis），此一

假說認為細胞所表現之類澱粉前驅蛋白 Amyloid Precursor Protein (APP)在經過酵

素的切割作用下產生具有細胞毒性的 β-類澱粉蛋白，這種蛋白質藉由其 β 折板狀

(β-sheet)構造而聚集堆積形成更大的聚合體，而造成細胞凋亡、鈣離子平衡喪失、

活化神經膠細胞產生發炎反應等影響，而對神經細胞造成傷害(Selkoe et al.2001; 

Busciglio et al. 2002;Haass et al.2007)。 

 

類澱粉前驅蛋白 Amyloid Precursor Protein (APP) 
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APP 為一穿膜蛋白質，其蛋白質 N 端朝向胞外或膜腔，C 端朝向細胞質(Kang 

et al.1987)，該蛋白質主要功能目前尚無定論，其在細胞中之水解路徑可分為兩種，

分別為 amyloidogenic 與 nonamyloidogenic 路徑，分別由 α、β、γ 三種分泌酶催化，

在 amyloidogenic 路徑中，APP 蛋白質受到 β-secretase (BACE1)酵素之切割而產生

一較短之 C99(或稱 βCTF)蛋白質，C99 再受到 γ-secretase 切割其穿膜部位而產生

一胞外之β-類澱粉蛋白與胞內之AICD片段(Busciglio et al. 1993; Haass et al. 1992b; 

Seubert et al. 1992)，其中胞外之 β-類澱粉蛋白被認為是造成阿茲海默症之原因。有

關於 β-類澱粉蛋白性質之研究多來自於人工合成之 β-類澱粉蛋白，β-類澱粉蛋白

於腦中或離體實驗環境下會因為其 β 折板狀構造而聚合成雙倍體、三倍體、寡合

體或是更大的纖維狀聚合物，並且與體內之金屬離子、細胞膜及其他蛋白質產生

交互作用而影響諸多細胞生理表現(Duce et al. 2010; Faller et al. 2009; Li et al. 2009; 

Relini et al. 2009; Shankar et al. 2007)。

 

(圖片來自 Querfurth and LaFerla. 2010) 

 

γ-Secretase 

γ-Secretase 為一由四個次單元所組成之膜蛋白酶，其功能為切割其他單次穿膜蛋白

之穿膜位置，組成 γ-secretase 之次單元蛋白分別
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為 presenilin, nicastrin(NCT), Anterior pharynx-defective 1 (APH-1), 與 Presenilin 

enhancer 2 (PEN-2) (De Strooper et al. 1999; Steiner et al. 2008)，此四個次單元蛋白

對於 γ-secretase 之正常組合與功能缺一不可(Edbauer et al. 2003)，其中 presenilin 為

主要之酵素活性單元(Wolfe et al. 1999)，NCT 則可能扮演受質選擇之角色(Dries et 

al. 2009; Shah et al. 2005)，而 PEN-2 似乎促進了 presenilin 之酵素活性並且將其穩

定於整個 γ-secretase 之中(Hasegawa et al. 2004; Prokop et al. 2004)，有關於 APH-1

則尚無確切之研究，不過其可能構成了酵素組合初期之連結之骨架(LaVoie et al. 

2003)。除了 C99 之外，γ-secretase 尚具有其他的受質如 Notch 受器膜蛋白，近年

來更有超過 90 種不同的 γ-secretase 受質被陸續發現(Haapasaloa and Kovacs 2011; 

Hemming et al. 2008; McCarthy et al. 2009)。過去對於 γ-secretase 於細胞中切割 C99

之位置有所爭議，而近期之研究證據則傾向於顯示神經細胞中成熟且具有酵素活

性之 γ-secretase 主要表現於細胞膜、內噬體(Endosome)膜與溶小體(Lysosome)膜上

(Dries and Yu 2008;  Kaether et al. 2006; Nixon 2007; Pasternak et al. 2004)，顯示這

些地點皆為可能之 β-類澱粉蛋白產生區域，而既使投入了許多研究精力，對於

γ-secretase 於神經細胞內切割 C99 之確切位置依然有待證實。 

 

Notch 訊息路徑 

    Notch 受器表現於細胞表面，與表現於相鄰細胞表面之 DSL 蛋白質(Delta, 

Serrate, LAG-2 家族)接觸下而活化，活化後之 Notch 受器將經過兩步驟之蛋白水解

反應，第一步驟為 ADAM 所調控之水解反應釋放與受質結合之胞外區域，第二步

驟則發生於接受器之穿膜區域，由 γ-secretase 所進行，此一水解反應將會釋放出一

細胞內片段，稱為 NICD(Notch intra-cellular domain)，而 NICD 將會轉移至細胞核

內招集轉錄因子而影響其下游基因之表現。此一路徑於 1914 年被發現，多年累積

之研究結果顯示此路徑於生物發育過程中細胞分化之重要功能，其在脊椎與無脊

椎生物上之研究皆顯示，Notch 路徑為生物體正常生長發育所必須

http://en.wikipedia.org/wiki/Presenilin
http://en.wikipedia.org/wiki/Nicastrin
http://en.wikipedia.org/wiki/APH-1
http://en.wikipedia.org/wiki/PEN-2
http://en.wikipedia.org/wiki/Presenilin
http://en.wikipedia.org/wiki/Presenilin
http://en.wikipedia.org/wiki/APH-1
http://en.wikipedia.org/wiki/APH-1
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(Artavanis-Tsakonas et al. 1999; Louvi et al. 2006)。 

 

阿茲海默症藥物 

目前市面上所使用治療阿茲海默症之藥物作用機制為提高患者腦內乙醯膽鹼之濃

度，以改善病患之認知能力，但是藥效隨病程而逐步遞減，僅對於輕度與中度患

者具療效並且無法減緩病程，而對於新藥物之研究亦從各種不同之策略著手，早

期的研究開發出了許多的小分子 γ-secretase 抑制劑(γ-secretase inhibitor, GSI)但是

這些抑制劑對於病情的改善並不一定具有良好的效果。另因 γ-secretase 於 Notch

訊息路徑所扮演之重要功能(De Strooper et al. 1999; Levitan and Greenwald 1995)，

在許多物種中抑制 γ-secretase 活性會造成 Notch 訊息路徑無法正常表現，導致許多

嚴重生長發育異常現象(Artavanis-Tsakonas et al. 1999; Louvi et al. 2006)，所以對

Notch 訊息路徑之影響已成為研究 γ-secretase 抑制劑作為阿茲海默症治療方式上之

重要考量。近年來之研究發現更多 γ-secretase 之受質或甚至其蛋白質水解以外之功

能，故讓 γ-secretase 失去活性並非最適當的治療策略，因此治療策略朝向多元化發

展，其中一種策略為找尋能夠調節 γ-secretase 功能之目標，改變 γ-secretase 產生類

澱粉蛋白之特性，如增加較不具毒性之 Aβ40 與 Aβ38 之產生，或是在不影響

γ-secretase 其他活性之狀況下減少類澱粉蛋白之產生(Wagner et al.2012)。 

 

Vacuolar-type H+-ATPase 

Vacuolar-type H+-ATPase (V-ATPase)為細胞內調節酸鹼值之氫離子幫浦，其利用水

解 ATP 所產生之能量主動運輸氫離子通過膜結構而造成胞器內部之酸化反應，此

一酸化反應對細胞生理之影響包括內噬小體(endosome)的形成(Clague et al. 1994)、

細胞內蛋白質分類與運輸(Klionsky et al. 1992)、細胞物質分泌(Moriyama et al. 1992; 

Sahagian et al. 1994)、細胞內囊泡融合(White 1992)與囊泡內水解酵素之活化

(Stevens et al. 1997)。V-ATPase 主要表現在溶小體(Lysosome)、內噬小體、分泌性
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囊泡(Secretory vesicle)與高基氏體(Golgi apparatus)中，其由兩個主要的 domain 所

構成，包含表現於細胞質中之親水端 V1 與表現於膜上之疏水端 V0，每一 domain

則由數個次單元蛋白所構成，每一次單元蛋白具有各自之功能。以被廣泛研究的

酵母菌 V-ATPase 為例，V1 domain 具有 8 個次單元蛋白，分別是 A、B、C、D、E、

F、G、H，而 V0 domain 則具有 a、c、c´、c´´以及 d 共五個次單元蛋白(Anraku et al. 

1992; Forgac 2007)。 

在 V1 domain 中以三個 A 與三個 B 次單元蛋白形成一 hexamer 結構，以作為水解

ATP 之反應核心，下方則由次單元蛋白 D 與 F 組合成一旋轉軸心，於 ATP 水解時

將質子向下運送，而除了 H 次單元蛋白以外之其他次單元蛋白則於中央轉軸旁組

合成周邊軸並與 V0 domain 相連結。而 V0 domain 則位於膜上，其中以 c、c´、c´´

形成一可轉動之結構連接 V1 之中央轉軸，當 ATP 與 V1 水解而轉動時帶動此一結

構共同轉動，將質子運輸至 a 次單元蛋白最終進入膜腔內(Forgac 2007)。 

V-ATPase V0 domain d 次單元蛋白為一疏水性蛋白質，大小約為 38kDa，為

V-ATPase 最晚被研究之成員，在人體中具有 d1 與 d2 兩種異構物，d1 廣泛表現於

人體細胞而 d2 則表現於特定組織中，如腎臟與骨骼細胞，且分屬兩不同之基因

(Smith et al. 2002)，其中 d1 由 ATP6V0d1 基因所轉譯。d 次單元蛋白在 V-ATPase V0 

domain 中之位置尚具兩種假說，其中一假說認為其位於 V-ATPase V1 與 V0 之交

接處，參與了中央轉軸之組裝(Iwata et al. 2004; Numoto et al. 2004)，對於細胞中

V-ATPase 之活性具有直接之影響；一假說則認為其位於周邊軸上(Thaker et al. 

2007)。目前研究所顯示 d 次單元蛋白可能具有多種功能，包括協助穩定 V-ATPase

之完整性、調控 V-ATPase 之組合與影響 V-ATPase 之工作效率(Bauerle et al. 1993; 

Smith et al. 2008;Tsuyoshi et al. 2003)。 

d 次單元蛋白與 γ-secretase 之關係於 2009 年 Wakabayashi 等人之研究中被發現，

該研究透過 Tandem affinity purification (TAP)技術篩選出與 γ-secretase 具交互作用

之蛋白質，其中有關於離子運輸之蛋白質分別為 Na+/K+ ATPase1、SERCA2、
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V-ATPase d1、V-ATPase A、VDAC-1 與 Proteolipid protein，這些與 γ-secretase 具交

互作用之蛋白質皆有可能扮演 γ-secretase 調控者之角色(Wakabayashi et al. 2009)。 
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研究動機 

本實驗室以做為未來可能之藥物開發目標為基礎概念，參考 2009 年 Wakabayashi

等人之研究，以 RNAi 篩選出目標蛋白以進行實驗，希望能釐清其對於 γ-secretase

活性之影響。因 γ-secretase 參與細胞生理作用相當廣泛，為避免其活性改變進而影

響到細胞正常生理功能，本研究之目的希望找出對 γ-secretase 活性具選擇性之調控

機制，因此除了阿茲海默症致病機制相關 β-類澱粉蛋白（amyloid-β protein）生成

路徑外，亦選擇另一與細胞生理重要相關之 Notch 訊號路徑為對照組，期望能達

成找出選擇性調控 β-類澱粉蛋白生成路徑卻不影響 γ-secretase 於其他細胞生理功

能之目標。 

 

實驗設計 

本次實驗使用轉殖表現 ATP6V0d1 基因作為實驗方式以研究 ATP6V0d1 對

γ-secretase 活性之影響，HEK 細胞分別表現 γ-secretase 之受質 human C99-GAL4

與mouse NotchΔE-GAL4，經過 γ-secretase切割後產生AICD-GAL4與NICD-GAL4，

實驗採西方墨點法與 Luciferase 報導基因兩種方法測定 γ-secretase 之活性。 
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研究材料 

1. 細胞培養(cell culture) 品名 廠商 

DMSO  Sigma 

Fetal Bovine Serum  GIBCO 

DMEM GIBCO 

Trypsin EDTA 10x  GIBCO 

Hygromycin B Invitrogen 

Zeocin Invitrogen 

Blasticidin HCl Invitrogen 

G418 Invitrogen 

Pen-Strep Ampho Soluion Biological industries 

Tetracycline Sigma 

10cm 培養皿 BD Falcon 

6 孔式培養皿 UNI 

  

2. 細胞株 

本實驗所使用之細胞為轉殖 GAL4 -driven Luciferase 報導基因之 HEK 細胞，其表

現humanC99-GAL4與mouse NΔE -GAL4將於後文中稱之為C99細胞與NG細胞。 

 

3. 酵素品名 廠商 
Phusion Hight-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes 
Restriction EndonucleasesNde I New England Biolab 
Restriction Endonucleases EcoR I New England Biolab 
  
4. 試劑品名 廠商 
dNTP  Promega 
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Bafilomycin A1 Calbiochem 
Rapamycin Sigma  
Pierce BCA protein Assay Kit Thermo Scientific 
Immobilon Western HRP substrate Millipore  
Lysosensor Yellow/Blue dextran Invitrogen  
Lipofectamine 2000TM Reagent  Invitrogen  
Monensin Invitrogen  
Nigercin Molecular Probes 
4-morpholineethanesulfonic acid (MES) Sigma  
Protease Inhibitor Cocktail Set Calbiochem 
Passive Lysis Buffer, 5X Promega  
50X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer Omics Bio 
Western blot stripping reagent T-PRO 
Paraformaldehyde EMS 
SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen 
 
5. Maker 品名 

 
廠商 

BIO-100 DNA Ladder  Fermentas  
PageRulerTM prestained protein marker Bioman 
  
6. DNA 品名 廠商 
pcDNA5 Invitrogen  
ATP6V0d1-HIS 王柏堅學長構築 
pEGFP-C1  Clonetech  

 

7. 抗體品名 廠商 
GAPDH Santa Cruz  
6E10 Covance 
mouse anti HIS ANOGEN 
LAMP2 Santa Cruz 
Cleaved Notch1 (Val1744) Rabbit mAb Cell Singling 
Notch1 Santa Cruz 
Nicastrin Santa Cruz 
ATP6V0d1 Abcam  
GAL4 Santa Cruz  
Anti Mouse IgG (HRP)  Santa Cruz  
Anti Goat IgG (HRP)  Santa Cruz  

http://en.wikipedia.org/wiki/Nicastrin
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Anti Rabbit IgG (HRP)  Santa Cruz  
Alexa Fluor 633 F(ab')2 Fragment of Goat Anti-Mouse 
IgG (H+L) 

Molecular Probes 

Alexa Fluor 488 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) 
Antibody 

Molecular Probes 

Alexa Fluor 488 Rabbit Anti-Goat IgG (H+L) Molecular Probes 

 

8. 緩衝液 

Blocking Buffer 40ml 

2g Anchor nonfat milk 

40ml TBST 

Phosphate-buffered saline (PBS) 

80g NaCl 

2g KCl 

2g KH2PO4 

溶於一公升 ddH2O 中 

SDS sample buffer, 6X 

7ml 4X Tris Cl/SDS, pH6.8 

3ml glycerol 

1g SDS 

0.93g DTT 

1.2mg Bromphenol blue 

加 ddH2O 至 10ml 

4X Tris-HCl/SDS, pH6.8, 500ml 

30.25g Tris base 

2g SDS 

ddH2O 
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4X Tris-HCl/SDS, pH8.8, 500ml 

91g Tris base 

2g SDS 

ddH2O 

10X Tris-Glycine SDS running buffer 

29g Tris-base 

144g Glycine 

10g SDS 

加 ddH2O 至 1L 

25X Tris-Glycinetransfer buffer 

36.4g Tris-base 

180g Glycine 

加 ddH2O 至 1L 

MES buffer 

5mM NaCl 

115mM KCl 

1.3mM MgSO4 

25mM MES 

調整至 pH4-7.5 

Cell lysis buffer 

50mM Tris-HCl 

150mM NaCl 

25mM β-glycerophosphate 

1mM Na3VO4 

2mM EDTA 
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使用前加入 1% Triton X100 與 Protease Inhibitor Cocktail Set 

Tris-buffered saline with TEEN-20 (TBST) 

2.42g Tris-base 

8g NaCl 

pH7.6 

使用前加入 0.1% TWEEN-20 
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研究方法 

質體 DNA 設計 

ATP6V0d1-HIS基因以 PCR放大後連接上帶有CMV-tetracycline operator之啟動子，

以 pEYFP-C1 質體為骨架設計攜帶 ATP6V0d1 基因之質體，選擇質體上之 Nde1 與

EcoR1 限制酶切位切除後接上帶有 CMV-tetracycline operator 啟動子之

ATP6V0d1-HIS 基因以製作可受 tetracycline 調控表現之質體，其選殖抗生素為

G418。 

 

冷凍細胞解凍 

將冷凍小管從液態氮保存設備中取出，以 37℃水浴槽讓細胞些微解凍後倒入內含

15ml 培養液之 50ml 離心管內，以 2900×g 離心 10 分鐘。吸除培養液後以新鮮培養

液小心的將離心管底部細胞團塊沖散後放入已裝有培養液之 10 公分培養皿中，放

置於 37℃、5% CO2 之培養箱中。 

 

細胞繼代 

在新培養皿中加入 10ml 新培養液，以真空抽氣幫浦吸除原培養皿中之舊培養液，
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以 5mlPBS 洗滌細胞後再吸除，加入 1ml 之 Trypsin-EDTA 溶液並輕微搖晃培養皿

後加入 1ml 培養液將細胞自培養皿底部沖離，細胞均勻分散後，計算所需之細胞

數量後放入新的培養皿中，放置於 37℃、5%CO2 之培養箱中。 

 

ATP6V0D1 質體轉殖與穩定細胞株製作 

於轉殖前一日將 4×105 細胞培養於培養皿中 24 小時。取兩支 1.5ml 之微量離心管，

其一將 1 μg質體DNA加入Opti-MEM中，另一管則加入 10μl之Lipofectamine 2000

轉殖試劑，靜置5分鐘後將兩管內容物混和靜置30分鐘後加入培養皿中散布均勻，

4 小時後除去舊培養液更換含有選殖抗生素之新鮮培養液持續培養至可供細胞繼

代之細胞數量。細胞繼代時將所收集之細胞以一百倍體積稀釋後放入新的培養皿

中培養，待細胞於培養皿底面長成小群落時以 200μl-tip 將群落挑起置於 200μl 培

養液之 96 孔培養盤內，待其長滿後置換到 6 孔培養盤內，長滿後則繼代至 10 公

分培養盤內，再以西方墨點法驗證轉殖之蛋白質表現正常。 

 

蛋白質濃度測定 

細胞樣品之蛋白質濃度測定使用 Thermo Scientific Pierce BCA protein Assay Kit 依

據廠商所提供之建議指示操作。測定前先以 BSA 調配標準蛋白溶液，濃度分別為

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2μg/ml 取 10μl 放置於 96 孔微量分析盤中，將待測物

稀釋 5 倍成總體積 10μl 後放置於 96 孔微量分析盤中，以 50:1 比例混和 Assay Kit

中 A 與 B 劑後以每一孔 200μl 體積加入微量分析盤中，放置於 37℃中反應 30 分

鐘，之後測定其 562nm 之吸收光。 

 

西方墨點法 

細胞收集與樣本製作 

將細胞培養於六孔式培養皿中，待細胞長滿培養皿之底部後按照實驗需要將細胞
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分別以 1μg/ml tetracycline、1μg/ml DMSO、10μM DAPT 處理 24 小時與 200μM 

Bafilomycin A1 處理 1 小時後準備收集。將六孔式培養皿置於冰上保冷，以真空幫

浦吸去孔內之培養基，每一孔以 1mlPBS 將細胞自培養皿底面沖下，裝入 1.5ml 離

心管中，於 4℃狀態下以 2900×g 離心 5 分鐘後吸除上清液保留底部之細胞團塊。

於離心管中加入50μl之 lysis buffer後於冰上靜置1小時後以16000×g離心10分鐘，

收集上清液即為細胞質溶液樣本，保存於-80℃狀態。 

 

膠體電泳樣本製作 

將保存於-80℃之細胞質溶液樣本於冰上緩慢解凍後使用 BCA 反應進行總蛋白質

濃度測定，過程按照製造商所提供之表準操作步驟進行，樣本濃度定量後每一離

心管分別吸取 30μg 之蛋白質，以二次水調整至相同體積並加入 6X sample dye，以

100℃加熱 5 分鐘。 

 

電泳與轉漬 

設定 250V 電壓、每一膠片 20mA 電流進行電泳 90 分鐘，將膠片取出，貼上 PVDF

膜後夾於濾紙中間，置入轉漬操作台中，倒入 transfer buffer 後以 250V 電壓、360mA

電流進行轉漬 1 小時，轉漬完成後將 PVDF 膜置於塑膠容器中，浸泡於 10ml 之

blocking buffer 中搖晃 30 分鐘，之後加入所選定之一級抗體，抗體之稀釋比例為

1:5000，並置於水平搖盪台上，於 4℃狀態下反應隔夜。 

倒除 blocking buffer，將 PVDF 膜以 TBST buffer 每次 5 分鐘方式清洗三次後再以

10ml TBST buffer 浸泡並加入二級抗體，抗體之稀釋比例為 1:5000，置於搖盪台上

反應 1 小時，隨後再以 TBST buffer 清洗三次每次 5 分鐘，之後將 PVDF 膜置於一

空培養皿內，以 Millipore Immobilon Western HRP substrate 充分混和 A 與 B 劑後倒

於 PVDF 膜上，再以 UVP 系統偵測冷光反應訊號強度。 
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Lysosome pH 值測定 

將細胞培養於白色 96 孔之微量分析盤中，並分別給予 1μg/ml tetracycline、1μg/ml 

DMSO 處理 24 小時與 200μM Bafilomycin A1 處理 1 小時後於培養基中加入

10μg/mlLysosensor 於培養箱中靜置 30 分鐘，之後倒除分析盤中之培養基並加入

pH6.5 之 MES buffer，靜置兩分鐘後以 335nm 波長激發並測量其 452nm (E452)與

521nm (E521)發射光強度，並計算其 E521:E452 比值，再以校正曲線公式計算出

pH 值。 

 

pH 值校正曲線 

將細胞培養於白色 96 孔之微量分析盤中，並給予 1μg/ml tetracycline、1μg/ml DMSO

處理 24 小時之後於培養基中加入 10μg/mlLysosensor 於培養箱中靜置 30 分鐘，之

後倒除分析盤中之培養基並加入不同 pH 值之 MES buffer 100 μl 與 10μM Monensin

和 10μM Nigericin，其 pH 值依序為 4、4.5、5、6、7、7.5，靜置兩分鐘後以 335nm

波長激發測量其 452nm (E452)與 521nm (E521)發射光強度，並計算其 E521:E452

比值與 MES buffer 酸鹼值繪製 pH 值校正曲線。 

 

Luciferase assay 

將細胞培養於白色 96 孔之微量分析盤中，並分別給予 1μg/ml tetracycline、1μg/ml 

DMSO 處理 24 小時與 200μM Bafilomycin A1 處理 1 小時之後將培養液倒除，加入

20μl 之 1X Passive lysis buffer 充分混和後置於水平搖盪台於 4℃狀態下搖盪 45 分

鐘後，加入 20μl luciferase 受質靜置反應 5 分鐘再使用 Perkin Elmer 1420 

Luminescence Counter 偵測其冷光。 

 

細胞免疫染色 

於六孔式培養皿中放入蓋玻片，加入 2ml 培養基與 8×104 細胞培養 24 小時後加入
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1μg/ml tetracycline，經過 24 小時候吸除培養基，加入 1ml 4% paraformaldehyde 處

理 30 分鐘固定細胞，以 PBS 清洗兩次後加入 1ml 0.5% Triton X-100/PBS 處理 15

分鐘，以 PBS 清洗兩次後加入 1ml BSA/PBS 處理 30 分鐘後進行免疫染色。染色

使用一級抗體為 anti-ATP6V0d1 (1:250)、anti-NCT (1:250)、anti-LAMP2 (1:250)於

室溫下處理兩小時，以 PBS 清洗兩次後加入二級抗體 goat anti-mouse IgG (1:500)、

donkey anti-goat IgG (1:500)、goat anti-rabbit IgG (1:1000)於常溫下處理一小時，以

PBS清洗兩次後加入DAPI染劑處理 15分鐘，以PBS清洗兩次後於在玻片滴上10μl 

Glycerol/PBS 將蓋玻片蓋上，再以 Leica TCS-SP5 MP 共軛焦顯微鏡 63X 物鏡觀察

樣品。 

 

數據處理與統計 

實驗數據統計以對照組為基準以百分比方式呈現各組別間數據之比較，所有實驗

數據之顯著性則以 Student’s t test 統計方式檢驗。 
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研究結果 

ATP6V0d1 對 γ-secretase 之活性影響之實驗結果 

為了瞭解 ATP6V0d1 對 γ-secretase 活性之影響，在此以 HEK 細胞株分別表現

γ-secretase 之受質 C99-GAL4 與 NotchΔE-GAL4 並以 Western blot 偵測此二受質蛋

白之表現量，以代表 γ-secretase 之活性。實驗結果顯示，於表現 NotchΔE-GAL4

之細胞株中，表現 ATP6V0d1 造成 NICD 之蛋白質表現量顯著下降為對照組的

29±20%，(圖一，n=5, p<0.001)，顯示 ATP6V0d1 對 γ-secretase 切割 NotchΔE-GAL4

之活性產生抑制之作用，在表現 C99-GAL4 之細胞株中表現 ATP6V0d1 對

C99-GAL4 之蛋白質表現量亦顯著下降為對照組的 52±26%，(圖二，n=6, p< 0.01)，

顯示其能夠增強 γ-secretase 切割 C99-GAL4 之活性而造成 C99-GAL4 蛋白質表現

量之減少。 

以 DAPT 抑制 γ-secretase 活性與以 Bafilomycin A1 抑制細胞內 V-ATPase 活性之結

果顯示於 C99 細胞株中此二種藥物之處理皆可造成 C99-GAL4 之蛋白質表現量顯

著之上升(圖三，n=5, p< 0.01)，而於 NG 細胞株中則可造成 NICD 表現量顯著下降

(圖四，n=4, p< 0.01)，並且在實驗組與對照組中無顯著差異，顯示此二種藥物處理

皆能完全掩蓋表現 ATP6V0d1 所造成之影響。 

此一階段之實驗結果顯示，表現 ATP6V0d1 將造成 C99-GAL4 與 NICD-GAL4

之表現量下降，並且因為使用 V-ATPase 抑制劑處理可消除此現象，推測其作用可

能與 V-ATPase 之活性有關。 

 

溶小體酸鹼值測定實驗之結果 

近年之研究證據支持 ATP6V0d1 次單元參與 V-ATPase 之酵素活性(Tsuyoshi et al. 

2003; Bauerle et al. 1993)，而因 V-ATPase 主要表現於溶小體(Lysosome)，而其功能

係溶小體之酸化，故推測表現其次單元將會對 V-ATPase 活性產生影響，進而影響

溶小體之酸鹼值，故在此以對酸鹼值敏感之染劑 Lysosensor 進行細胞內溶小體之
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染色以測量其酸鹼值。溶小體酸鹼值以 Lysosensor 螢光比值對校正曲線求得之酸

鹼值結果顯示在表現 ATP6V0d1 基因之狀態下 C99 與 NG 細胞株之溶小體酸鹼值

皆有顯著之下降，C99 組別 pH 值下降為對照組之 93.87±0.56%，p<0.001，而 NG

組別 pH 值下降為對照組之 90.73±1.36%，p<0.001(圖五；圖六)，並且雖然未達統

計顯著，細胞在以 Bafilomycin A1 處理下溶小體之酸鹼值皆有上升之趨勢。 

此一實驗結果顯示表現 ATP6V0d1 基因對於 V-ATPase 活性具有增強之影響，而提

高了其酸化溶小體之效率，造成溶小體酸鹼值顯著之降低。 

 

Luciferase 報導基因之實驗結果 

本實驗設計之 Luciferase 報導基因由被切割後之 γ-secretase 受質胞內端

AICD-GAL4 與 NICD-GAL4 所驅動而表現，故可假設以 Luciferase 受質反應後偵

測其冷光訊號強度與 γ-secretase 之活性呈現正相關性，此報導基因之實驗結果中

C99 細胞株對照組與表現 ATP6V0d1 基因之 Luciferase 冷光訊號並無顯著之差異，

而以 DAPT 與 Bafilomycin A1 處理下冷光訊號強度下降(圖七)；而在 NG 細胞株內

則可觀察到表現 ATP6V0d1 基因之組別冷光訊號顯著上升為對照組之 2.37 倍，同

時以 DAPT 與 Bafilomycin A1 處理下皆可降低訊號強度(圖八)。 

此一階段實驗結果顯示表現 ATP6V0d1 基因會顯著增強 NICD-GAL4 所驅動之

Luciferase 基因表現，但並不會顯著影響 AICD-GAL4 所驅動之 Luciferase 基因表

現。此一實驗中 NICD-GAL4 之增強結果可能是因為 Notch 訊號需要 V-ATPase 活

性之緣故，故增強 V-ATPase 活性導致了 NICD-GAL4 訊號之增強。 

 

免疫螢光染色實驗結果 

為進一步了解不同蛋白質於細胞中之交互作用之可能與位置，以免疫染色法觀察

細胞內 ATP6V0d1、NCT 與 LAMP2(Lysosome-associated membrane protein 2)於細

胞內之分布位置，結果顯示 C99 細胞株中 ATP6V0d1 與 NCT 於細胞中具重疊之分



20 

布，同時亦與 LAMP2 具重疊分布(附圖一)，顯示其於細胞中可能之交互作用；NG

細胞株中，則可觀察到 ATP6V0d1 與 NCT 於細胞中具重疊之分布，但是與 LAMP2

卻無重疊之分布(附圖二)，顯示其可能具不同之作用機制。 

 

討論與結論 

首先讓我們重整個實驗之結果，從本次的研究結果顯示 ATP6V0d1 對於 γ-secretase

之活性具有選擇性的影響，在 Western blot 實驗中我們在表現 ATP6V0d1 與

γ-secretase 受質之細胞株中可發現 γ-secretase 對於 NΔE 之切割作用受到 ATP6V0d1

表現之抑制(圖一)，而其對於 C99-GAL4 之切割作用卻有著增強之效果(圖二)；但

是在 Luciferase 報導基因之實驗中卻呈現不同之結果，其結果顯示 γ-secretase 對於

NΔE-GAL4 之切割活性顯著的上升(圖八)但是在 C99-GAL4 之切割作用卻無顯著

改變(圖七)，而同時我們檢驗可能受到表現 ATP6V0d1 所影響之溶小體，發現其有

明顯之酸化情形(圖五；圖六)。 

為什麼會產生如此之差易？而我們又該如何對這樣的結果作出解釋？因為本研究

內容可大致區分成兩條不同之路徑，所以我們個別討論。而先以前人研究較多之

Notch 路徑著手，從實驗結果中我們可以明顯的發現 Western blot 實驗與 Luciferase

報導基因實驗結果互相牴觸，即 Western blot 實驗中代表 Notch 路徑活性之

NICD-GAL4 表現量之顯著下降與 Luciferase 報導基因實驗中受 NICD-GAL4 調控

之 luciferase 表現量顯著上升，面對這樣相互矛盾的結果，我們勢必進一步考慮實

驗設計背後之意義與參考其他人之研究結果以下結論。從 Western blot 實驗中可以

發現 γ-secretase受質之表現量發生了改變，但這是否直接代表了 γ-secretase之活性，

在假設人為表現之情況下受質蛋白質最初之表現量不變，則最終於 Western blot 被

抗體辨識之蛋白質則已經於細胞中經過了不同的修飾、切割、分泌、運送等等之

過程，而這其中大部分之過程或多或少有 V-ATPase 參與其中，考量 V-ATPase 酸

化胞器之功能足以影響其運輸、分泌或是胞器內酵素之活性，而我們也確實在實
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驗中觀察到表現 ATP6V0d1 增強了溶小體(lysosome)之酸化程度，而如此酸化程度

之改變是否也可能造成實驗中所觀察到之結果。有研究指出 Notch 路徑之正常功

能需要仰賴 V-ATPase 之正常活性(Thomas et al. 2010; Yan et al. 2009)，如果抑制

V-ATPase 之活性將會造成 Notch 路徑無法正確表現其下游基因，我們在 Western 

blot 實驗中觀察到表現 ATP6V0d1 增強了 V-ATPase 之活性，同時亦觀察到 Notch

訊息路徑中之NICD-GAL4表現量減少，NICD進入細胞核中調控下游基因之表現，

所以當 NICD 減少時代表 Notch 訊息路徑之功能是受到抑制的，但是在 Luciferase

報導基因實驗中我們卻可以看到 Luciferase 訊號顯著之上升，能代表 Notch 下游功

能並未受到抑制，即NICD-GAL4能夠正常的轉移至核內驅動Luciferase基因表現，

只是在 Western blot 實驗上所觀察到之 NICD-GAL4 表現量減少了。而從前人的研

究中，γ-secretase 降解 Notch 的反應是會被 V-ATPase 的功能影響(Valapala et al. 

2013)。配合本次之研究可以推論，在表現 ATP6V0d1 之狀況下，因強化了溶小體

之酸化反應而提升了其對Notch之降解功能，並同時促進了Notch下游路徑之活化。

NICD 很難在核內被偵測到(Lubman et al., 2007)，可能是因為其帶有 PEST 序列而

能加速其在細胞內之分解(Fryer et al., 2004; Tsunematsu et al., 2004)，從這樣的角度

可以推測 ATP6V0d1 之表現對 γ-secretase 切割 NΔE 之活性為促進功能，而 Western 

blot 中所見之表現量下降原因乃因為 NICD-GAL4 被快速的分解所導致，如此亦能

驗證前人之研究，同時我們亦觀察到 ATP6V0d1 與 NCT 於細胞內重疊分布之情形

(附圖二)。 

而在 γ-secretase 切割 C99-GAL4 之路徑上我們可以從 Western blot 實驗中觀察到

C99-GAL4 表現量之減少(圖二)，但是在 Luciferase 報導基因實驗中卻無法顯示出

差異(圖七)，這個部分可能需要從數個部分著手來探討，首先 C99 與 APP 於細胞

中可能表現於內質網、高基氏體、細胞膜、內噬體與溶小體(Haass et al. 1992a; Lai 

et al. 1995; Marquez-Sterling et al. 1997)，並且這樣的位置表現為動態的，故 C99 經

常在細胞內各處移動，當 C99 表現在內噬體與溶小體時部分可能會被 γ-secretase
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切割，而部分則會經由非 γ-secretase 調控之機制而水解(Weidemann et al. 1989)，而

我們可以從Lysosensor實驗中觀察到V-ATPase之活性受到表現ATP6V0d1而增加，

綜合前人所研究之 V-ATPase 功能而言，這樣的改變可能造成 C99 於細胞表面之回

收量增加、分解量增加或是直接的影響了 γ-secretase 之活性，因此我們在 Western 

blot 上觀察到 C99-GAL4 表現量下降卻無法於 Luciferase 報導基因實驗中得到同樣

之結果。同時當我們以 γ-secretase 抑制劑 DAPT 與 V-ATPase 抑制劑 Bafilomycin A1

處理時卻可以看到相似之效果，意即 C99-GAL4 表現量上升與 NICD-GAL4 表現量

下降(圖三、圖四)，我們已能預料 DAPT 抑制 γ-secretase活性將會造成如此之結果，

但何以抑制 V-ATPase 之活性會產生同樣之結果，Bafilomycin A1 在細胞中為

V-ATPase 抑制劑，之前所提到之多篇研究已證實其能抑制 Notch 路徑表現，於本

研究中我們也可以在 Luciferase 報導基因實驗中觀察到冷光訊號之下降，而同樣的

訊號下降亦發生於表現 C99-GAL4 之 C99 細胞株，這樣的結果可能顯示了

Bafilomycin A1 透過抑制 V-ATPase 而對 γ-secretase 產生抑制作用。而我們亦觀察

到 ATP6V0d1 與 NCT、LAMP2 於細胞內之重疊分布(附圖一)，顯示此交互作用可

能發生於溶小體中，此一現象並無其他相關之研究，故值得進一步的研究。 

為了進一步證實可能之作用機轉，未來之實驗內容須針對假設一一做出解答，必

須確認表現 ATP6V0d1 對 V-ATPase 之整體功能是否尚有其他之影響，同時能夠更

加精確的追蹤細胞中 V-ATPase、γ-secretase 與其受質蛋白之表現位置、運輸分泌與

降解過程，在 amyloidogenic 路徑中，專注於 γ-secretase 受質 C99 於細胞內之表現

動態，與 AICD 對於其下游基因之調控能力使否受到表現 ATP6V0d1 而影響，我

們可以更進一步檢視其路徑所產生之 β-類澱粉蛋白是否有種類上之改變，因

γ-secretase 所產生之 β-類澱粉蛋白具有不同之胺基酸長度，其中又以 42 個胺基酸

長度之片段被認為具有較高之細胞毒性與致病能力(Haass and Selkoe 2007)，此一

部分亦是需要仔細確認的。而在 Notch 路徑中，則需要進一步了解 NICD 於細胞中

之轉移分佈與其降解過程，以了解何以 NICD 表現量於細胞質中下降但是報導基
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因訊號卻顯著上升。有鑑於 V-ATPase 與 γ-secretase 在細胞內皆參與廣泛之功能，

表現 ATP6V0d1 於細胞內之影響相信是全面且多元的。 

因此，本研究之結論為 ATP6V0d1 對 γ-secretase 活性之影響具有選擇性，其對於

NΔE-GAL4 之切割作用受到 ATP6V0d1 表現而促進，可能是透過增強 V-ATPase 活

性而達成此一影響，這一點可由前人之研究而推測，故透過直接抑制 γ-secretase

活性或是抑制 V-ATPase 活性可以消除此一影響亦與前人之研究相符合；而對於

C99 之切割作用卻有相較之下更為複雜之影響，於 Western blot 實驗中觀察到

C99-GAL4 表現量增加與無顯著差異之 Luciferase 報導基因實驗呈現不一致之結果，

合理之解釋乃表現 ATP6V0d1 可能增強了溶小體降解蛋白質之能力而增強

C99-GAL4 非 γ-secretase 路徑之分解效率，同時亦影響了 γ-secretase 活性之雙重功

效下而造成此一結果。 

而因為V-ATPase所參與之細胞生理層面相當廣泛，如果想要確認其影響 γ-secretase

活性之路徑與方法則尚需要更進一步之實驗方可達成，在此希望本實驗能夠為後

來之研究人員提供一些想法與線索，而在未來之實驗上達到實質之幫助，亦期待

能夠早日發現 γ-secretase 其精密之調控路徑，以助於阿茲海默症治療藥物之開發，

提升病患生活品質與降低照護負擔。 
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圖一 

 

 

圖一. NG 細胞株中 ATP6V0d1 對於 γ-secretase 活性之影響 

A)代表 γ-secretase 活性之 NICD-GAL4 之 Western 實驗結果 B)ATP6V0d1 

overexpression 組別(lane 1)與對照組(lane 4)之 NICD-GAL4 量化統計結果，

NICD-GAL4 表現量顯著下降。(n=5, p<0.0001)
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圖二 

 

 
圖二. C99 細胞株中 ATP6V0d1 對於 γ-secretase 活性之影響 

A) 代表 γ-secretase 活性之 C99-GAL4 之 Western 實驗 B)ATP6V0d1 overexpression

組別(lane 1)與對照組(lane 4)之 C99-GAL4 量化統計結果，C99-GAL4 表現量顯著

下降。(n=5, p<0.01) 
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圖三 

 
 
 
 
 

 
圖三. 抑制劑處理 C99 細胞株對於 γ-secretase 活性之影響 

以 DAPT 與 Bafilomycin A1 處理後(lane 2, 5)與對照組(lane 4)之 C99-GAL4 量化統

計結果，C99-GAL4 表現量顯著上升(n=5, p<0.01)。 
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圖四 

 
 
 
 
 

 
圖四. 抑制劑處理 NG 細胞株對於 γ-secretase 活性之影響 

以 DAPT 與 Bafilomycin A1 處理後(lane 2, 5)與對照組(lane 4)之 NICD-GAL4 量化

統計結果，NICD-GAL4 表現量顯著下降(n=4, p<0.01)。 
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圖五 

 

 
圖五. C99 細胞株 Lysosome 酸鹼值實驗結果 

A)ATP6V0d1 overexpression 組別與對照組之 Lysosome 酸鹼值變化。B)以對照組為

基準計算酸鹼值差異百分比作圖，可發現表現 ATP6V0d1 造成 pH 值之顯著下降

(n=4, p<0.001)。 
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圖六 

 

 
圖六. NG 細胞株 Lysosome 酸鹼值實驗結果 

A)ATP6V0d1 overexpression 組別與對照組之 Lysosome 酸鹼值變化。B) 以對照組

為基準計算酸鹼值差異百分比作圖，可發現表現 ATP6V0d1 造成 pH 值之顯著下降

(n=3, p<0.001)。 
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圖七 

 

 

 

 

 

圖七. C99 細胞株 γ-secretase 活性之 Luciferase 報導基因實驗結果 

ATP6V0d1 overexpression 組別與對照組之 Luciferase 冷光訊號量化結果，以背景值

(-)為基準之倍數表示方法，結果並無顯著差異。 
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圖八 

 

 

 

 

 

 
圖八. NG 細胞株 γ-secretase 活性之 Luciferase 報導基因實驗結果 

ATP6V0d1 overexpression 組別與對照組之 Luciferase 冷光訊號量化結果，以背景值

(-)為基準之倍數表示方法，表現ATP6V0d1造成Luciferase冷光訊號顯著上升。(n=3, 

p<0.0001) 
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附圖一 
 

 ATP6V0d1  NCT  Merge 
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附圖一. C99 細胞株免疫螢光染色實驗結果 
C99 以免疫螢光染色觀察蛋白質分布情形，A、D)細胞以 ATP6V0d1 抗體染色(紅)。
B)細胞以 NCT 抗體染色(綠)。E)細胞以 LAMP2 抗體染色(綠)。C)ATP6V0d1 與 NCT
於細胞內分布具有重疊之情形(白色箭頭處)。F) ATP6V0d1 與 LAMP2 於細胞內分

布具有重疊之情形(白色箭頭處) 
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附圖二 
 

 ATP6V0d1  NCT  Merge  
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 ATP6V0d1  LAMP2  Merge  
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附圖二. NG 細胞株免疫螢光染色實驗結果 
NG 以免疫螢光染色觀察蛋白質分布情形，A、D)細胞以 ATP6V0d1 抗體染色(紅)。
B)細胞以 NCT 抗體染色(綠)。E)細胞以 LAMP2 抗體染色(綠)。C)ATP6V0d1 與 NCT
於細胞內分布具有重疊之情形(白色箭頭處)。F) ATP6V0d1 與 LAMP2 於細胞內分

布無重疊之情形。 
 


