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中文摘要 

 Infertile crescent (Ifc)具有酵素催化之功能，在果蠅的神經脂質(sphingolipid)從

頭合成路徑(de novo pathway)中負責將二羥基神經醯胺(dihydroceramide)催化成神

經醯胺(ceramide)。先前實驗室利用作用於眼睛的翻轉酶(eyeless-flippase, eyFLP)在

果蠅眼睛產生 ifc-KO 同型合子的細胞(ifc-KO/ifc-KO)，發現果蠅眼睛失去 ifc 會出

現光依賴性(light-dependent)神經退化。我們進一步利用 ey3.5-FLP 和 repo-FLP 分

別只在視神經和神經膠細胞失去 ifc，發現兩者皆會在視神經電位紀錄

(electroretinogram)中出現神經功能退化，但只有在視神經細胞失去 ifc 才會看到其

形態有明顯退化。在果蠅眼睛失去 ifc 的情況下，利用 repo-ifc-mCherry 在神經膠

細胞中表現 ifc-mCherry 可以減緩光依賴性神經退化，從此結果可知神經膠細胞中

的 Ifc 可能參與部分神經功能維持。另外，我們將 Ifc 上可能負責酵素催化功能之

胺基酸序列突變，過表達(overexpress)此突變的 ifc(∆C3)-mCherry 則無法減緩果蠅

眼睛失去 ifc造成之神經退化，推論 Ifc的酵素活性對神經維持功能有其重要性。 

 Ifc 可將二羥基神經醯胺催化成神經醯胺，而文獻指出神經醯胺含量的多寡可

能會影響胞外體分泌數量，因此我們探討 ifc 是否會調控胞外體分泌。在果蠅幼蟲

眼碟(eye disc)實驗，以 mCD63 蛋白標定胞外體(exosome)，發現過表達 ifc(WT)-

mCherry會增加胞外 mCD63 puncta數量，而失去 ifc則會減少胞外 mCD63 puncta

數量；在果蠅成蟲眼睛中，利用持續活化的 Rab5 (Rab5CA)標定多囊泡體

(multivesicular body, MVB)，發現果蠅眼睛失去 ifc會減少胞外體生合成，因此，推

論 ifc 可能透過調控胞外體生合成來影響胞外體的分泌數量。ESCRT 蛋白

(Endosomal Sorting Complex Required for Transport)被認為是調控胞外體生合成的重

要角色，所以我們探討 ESCRT 蛋白是否參與 ifc所調控的胞外體生合成。在 ESCRT

蛋白突變(HrsD28/+或 Vps25A3/+)的遺傳背景之下，同時過表達 GFP-mCD63 和

ifc(WT)-mCherry，發現 Hrs 蛋白突變(HrsD28/+)會減少過表達 ifc(WT)-mCherry所增
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加的胞外體分泌數量，代表 Ifc可能會和 Hrs蛋白一起調控胞外體生合成。 

 有研究指出 Rab4 會在網狀紅血球(reticulocyte)成熟時，和釋放的胞外體結合，

先前實驗室也發現 Ifc 會和 Rab4 在細胞外共位，因此我們探討 Ifc執行功能時是否

需要 Rab4 協助。不管在 Rab4KO 的遺傳背景下過表達 ifc(WT)-mCherry 或在 ifc-

KO 的遺傳背景下過表達 YFP-Rab4，都可以減緩原本的光依賴性神經退化，所以

我們認為 ifc 和 Rab4 對光依賴性神經退化的調控屬於兩條獨立的調控路徑且具有

互補(complementary)特性。 
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英文摘要 

 infertile crescent (ifc) encodes proteins involved in converting dihydroceramide to 

ceramide. Previously we have found that light stimulation led to light-dependent 

neurodegeneration in ifc-KO photoreceptors. To distinguish the impact on light-

dependent neurodegeneration between neurons and glia, we further used ey3.5-FLP and 

repo-FLP to generate ifc-KO/ifc-KO cells in neurons and glia respectively. We found that 

knockout of ifc in neurons or glia resulted in functional degeneration as indicated by 

electroretinogram (ERG), but only knockout of ifc in neurons caused significant 

morphological degeneration. Also, we observed that expressing ifc-mCherry in glia (repo-

ifc-mCherry) could rescue the degenerating ifc-KO photoreceptors, indicating that Ifc in 

glia partially involved in neuronal maintenance. Furthermore, we found that 

overexpressing ifc(∆C3)-mCherry, catalytically mutant ifc, in the eye could not rescue the 

degenerating ifc-KO photoreceptors. As a result, we thought that the catalytic domain of 

Ifc may play an important role in neuronal maintenance. 

 Overexpressing ifc(WT)-mCherry in the eye disc increased the secretion of mCD63 

(exosome marker) while knockout of ifc decreased the number of mCD63 puncta in 

distant regions. Furthermore, the colocalization of GFP-mCD63 and Rab5CA (enlarged 

endosome) showed that the biogenesis of exosome is reduced within the multivesicular 
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body (MVB) of ifc-KO photoreceptors. Altogether, we proposed that ifc may mediate the 

secretion of exosomes at least in regulating exosome biogenesis. Also, cooverexpressing 

ifc(WT)-mCherry and GFP-mCD63 in ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required 

for Transport) mutant background (HrsD28/+) reduced the secretion of mCD63, indicating 

that Ifc may synergize with Hrs to regulate exosome biogenesis. 

 Whether overexpressing ifc(WT)-mCherry in Rab4KO genetic background or 

overexpressing YFP-Rab4 in ifc-KO photoreceptors rescued functional degeneration. As 

a result, we thought that ifc and Rab4 may act as two indepedentent pathways to regulate 

light-dependent neurodegeneration and compensate each other. 
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1.1 ifc的功能與神經脂質合成 

 果蠅的 ifc (infertile crescent)為人類 DEGS1 之同源基因，其中，ifc 與 DEGS1

之胺基酸序列有 62%的一致性(identity)和 75%的相似性(similarity)，顯示其在演化

上有高度的保守性(conservation)。在公果蠅的精子形成(spermatogenesis)過程中，ifc

扮演啟動減數分裂(meiosis)之重要角色[1]，而果蠅若全身性失去 ifc 會有發育遲緩

且在二齡幼蟲就死亡的現象[2]。Ifc 也具有酵素(enzyme)的催化功能，其參與神經

脂質(sphingolipid)的從頭合成路徑(de novo pathway)，負責將二羥基神經醯胺

(dihydroceramide)催化成神經醯胺(ceramide)。 合成神經脂質的相關酵素一般被認

為作用於內質網 (endoplasmic reticulum)或高基氏體 (Golgi apparatus)等胞器

(organelle) [3]，然而，根據實驗室先前的發表[2]，我們發現 Ifc在果蠅視神經細胞

中主要會和胞內體(endosome)或晚期胞內體(late endosome)的標記(marker)共位

(colocalization)。 

 神經脂質是真核生物細胞膜的主要成分，大約占細胞中所有脂質的 10-20%，

其組成會影響細胞膜的流動性(fluidity)、厚度(thickness)、彎曲程度(curvature)，所

以神經脂質在蛋白派送(protein sorting)和訊息傳遞(signal transduction)中扮演重要

的角色[4]。神經脂質之形成主要可經由神經脂質的從頭合成路徑[5][6]和再利用路

徑(salvage pathway) [7][8]，而神經醯胺就是連結這兩條路徑的中心，目前已知神經

醯胺的功能除了可以當作結構性的脂質，也能作為第二傳訊者(second messenger)參

與細胞增生(proliferation)、分化(differentiation)、老化(senescence)、凋亡(apoptosis)

等調控[5]。除了神經醯胺之外，神經鞘胺醇(sphingosine)也是參與訊息傳遞調控的

常見神經脂質，研究指出神經鞘胺醇激酶(sphingosine kinase, SphK)藉由將神經鞘

胺醇轉變成水溶性的鞘胺醇 1-磷酸鹽(sphingosine-1-phosphate, S1P)來調控細胞膜

的動態變化(membrane dynamic)，進而影響細胞的胞吞作用(endocytosis)與胞吐作用

(exocytosis) [9]。線蟲的神經鞘胺醇激酶-1 (SphK-1)位於神經突觸前末端，線蟲失

去神經鞘胺醇激酶 -1，雖然不影響神經正常發育，但是神經肌肉接合處
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(neuromuscular junction)釋放神經傳導物質的功能會受損，若以蕈毒鹼活化劑

(muscarinic agonist)刺激使突觸前的神經鞘胺醇激酶-1 增加，則會促使神經傳導物

質釋放[10]。 

 

 

                                     (游宇蓮，碩士論文，台大生理所 2016) 

圖一、 神經脂質的從頭合成路徑和再利用路徑 

 

1.2 果蠅眼睛與 ifc-KO 造成之光依賴性神經退化 

 果蠅的 1個複眼(compound eye)約由 800個小眼(ommatidium)所組成，每個小

眼具有 20個細胞，其中包含 8個感光細胞(photoreceptor cell)，6 個感光細胞(R1-6)

延伸於約 85微米(micrometer)厚的視網膜(retina)中，而另外 2個感光細胞(R7和R8)

則只分別位於小眼的遠端(distal)和近端(proximal)側，每個感光細胞含有 1 個負責

接收光刺激的桿狀小體(rhabdomere) [11][12]。因為桿狀小體是由很多微絨毛

(microvillus)所組成的緻密結構，提供了大量的細胞膜表面可以聚集很多視紫質

(rhodopsin)和負責光傳導(phototransduction)的相關蛋白，其中，Rhodopsin 1 (Rh1)
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為主要表現在 R1-6的視紫質[13][14]。 

 有研究指出，將患有中樞(central)和周邊(peripheral)神經系統退化的多重系統

退化症(multisystem neurological disorder)之病人進行全外顯子定序(whole-exome 

sequencing)，發現 ifc的人類同源基因 DEGS1，其胺基酸序列上第 280個胺基酸從

丙胺酸 (alanine)突變成纈胺酸 (valine)，且病患血液的神經脂質組成 (blood 

sphingolipid profile)從不飽和(unsaturated)大量轉變成二羥基形式(dihydro-forms)的

神經脂質，更會形成可能具有毒性的神經脂質代謝產物，推論患有此疾病的病患失

去 DEGS1 的功能，因此，作者認為 DEGS1 缺失是新發現造成多重系統退化症的

原因 [15] 。也有另一篇文獻提到 ，以 全外顯子定序分析 腦白質病

(leukoencephalopathy)患者，發現在其中 19 位病患中，DEGS1基因突變是造成發病

的原因[16]。根據實驗室先前的發表[2]，我們發現在果蠅眼睛將 ifc 剔除會導致二

羥基神經醯胺含量增加，而且在照光 10 天的刺激之下，果蠅視神經細胞

(photoreceptor)在形態和功能上皆出現較嚴重的神經退化，經由一系列的遺傳分析

(genetic analysis)，我們推論 ifc-KO 造成的光依賴性(light-dependent)神經退化是因

為二羥基神經醯胺累積所導致。 

 

1.3 ifc的細胞非自主調控和胞外體標記 

 實驗室先前的發表[2]也提到，全身性將 ifc剔除會導致個體發育遲緩且在二齡

幼蟲的階段就會死亡，而利用 tub-Gal4 在全身性過表達 ifc 或 ifc-mCherry 皆可以

拯救個體的死亡，若利用 elav-Gal4、repo-Gal4、mef2-Gal4 分別只在神經組織、神

經膠細胞(glia)、肌肉組織過表達 ifc 或 ifc-mCherry，也可以低程度的拯救個體死

亡，因此，我們推論拯救個體死亡的效果可能是經由細胞非自主 (cell non-

autonomous)調控。此外，我們也發現在鄰近視神經細胞的神經膠細胞、視錐細胞

(cone cell)、色素細胞(pigment cell)過表達(overexpress) ifc-mCherry，可以在視神經

細胞中偵測到 Ifc-mCherry的訊號，代表 Ifc可能是以旁分泌(paracrine)的方式被提
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供給視神經細胞。 

 Ifc 在果蠅視神經細胞中會和胞內體或晚期胞內體的標記共位，實驗室的游宇

蓮學姊也發現 Ifc 會在細胞外和 Rab4、Flo2 等胞外體(exosome)標記共位，因此推

測 Ifc有可能會以胞外體的形式被送出細胞外。 

 

 

                                                  (credited to 游宇蓮學姊) 

圖二、 Ifc在細胞外和 Rab4、Flo2 等胞外體標記共位 

(Blanc & Vidal, 2017) 

圖三、胞外體的可能組成與其上的標記蛋白，其中 CD63為常見的標記之一 
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1.4 胞外體維持神經功能之重要性 

 胞外體分泌在一般生理(physiological)和病理(pathological)的情況下皆會受到

調控，但先前對胞外體的研究多著重在病理情況下的調控，最常見的有神經退化性

疾病[17]和癌症[18]相關的研究。在中樞神經系統中的研究，胞外體被認為會攜帶

一些致病性蛋白(例如：α-synuclein、β-類澱粉蛋白(β-amyloid, Aβ)、磷酸化 Tau 蛋

白)在細胞和細胞之間傳遞，這種像普里昂蛋白(prion-like)在細胞之間傳播感染的

途徑被認為是導致神經退化性疾病的其中一項可能原因[19]。然而，有越來越多的

證據指出胞外體會在一般生理情況下參與突觸功能、神經發育、神經功能維持等等

的調控[20][21]。Bahrini 等人發現神經細胞分泌含有微小 RNA (microRNA, miRNA)

的胞外體可以活化微膠細胞(microglia)的吞噬作用(phagocytosis)，進而清除神經退

化的樹突(dendrite) [22]；Bulloj 和 Tamboli 等人則提出內含胰島素分解酵素(insulin 

degrading enzyme)的胞外體可以促進 β-類澱粉蛋白的分解[23][24]；Yuyama等人也

提出神經分泌的胞外體可以改變 β-類澱粉蛋白的構型以形成無毒性的類澱粉蛋白

纖絲(amyloid fibril)，並促進微膠細胞將其分解[25]。 

 從細胞生物學的角度來看，細胞為了維持正常的功能，會將細胞中沒有用處或

是有害的物質清除，而清除廢物的方式除了利用溶酶體(lysosome)將物質分解之外，

細胞還能以胞外體的形式將廢物送出細胞外以減少對細胞自身的傷害[26][27]。細

胞透過內體生成路徑(endosomal pathway)，最終會形成多囊泡體，而多囊泡體中所

包覆的物質，可以進一步以溶酶體分解或胞外體分泌的方式清除，有越來越多的證

據認為胞外體分泌可以當成溶酶體清除的替代路徑[28]。Alvarez-Erviti 等人以抑制

溶酶體的藥物 Bafilomycin A 處理表現 α-synuclein 的細胞，發現會增加胞外體上 α-

synuclein 的含量[29]；Vingtdeux 等人利用另一種抑制溶酶體的藥物 chloroquine，

發現胞外體上 β-類澱粉蛋白前驅蛋白的 C 端結構(β-amyloid precursor protein C-

terminal intracellular domain, ACID)含量會增加[30]；Simon 和Wren 等人則以突變

的 Tau蛋白誘導抑制溶酶體，也觀察到胞外體上的 Tau蛋白表現量增加[31][32]。 
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1.5 胞外體生合成調控 

 胞外體(exosome)是一種會被分泌到細胞外的小囊泡(vesicle)，大小約為直徑 40

到 100奈米(nanometer)，目前已經知道許多種類的細胞都會分泌胞外體，其中包含

神經細胞[33][34]。胞外體一開始是由早期胞內體(early endosome)上的膜向內凹陷

所形成[35]，此時早期胞內體轉變成內含許多腔內囊泡(intraluminal vesicle, ILV)的

多囊泡體(multivesicular body, MVB)，當多囊泡體的膜和細胞膜結合後會將腔內囊

泡釋放到細胞外，此時分泌到細胞外的囊泡就稱為胞外體[36]。 

 

圖四、胞外體生合成路徑 

 胞外體的生合成(biogenesis)普遍被認為至少由以下兩種機制中的其中一種所

調控，分別為 ESCRT蛋白(Endosomal Sorting Complex Required for Transport)或神

經醯胺(ceramide)參與的調控[37][38]。ESCRT蛋白調控的步驟主要包含：(i) ESCRT-

0 召集(recruit)被泛蛋白(ubiquitin)標定的蛋白，(ii) ESCRT-1 連結 ESCRT-0 和

ESCRT-2以協助早期胞內體膜的內陷，(iii) ESCRT-2召集 ESCRT-3次單元(subunit)

聚集並組裝，(iv) ESCRT-3複合體(complex)協助內陷的腔內囊泡膜與早期胞內體分

離，(v) Vps4這種腺苷三磷酸酶(adenosine triphosphatase; ATPase)會把 ESCRT-3複

合體分解成次單元以回收利用[39][40]。 
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                                                      (Henne et al., 2011) 

圖五、 ESCRT蛋白協助腔內囊泡形成 

 胞外體的形成也可以透過 ESCRT 蛋白以外的機制所調控(例如：由神經脂質

代謝相關酵素改變神經醯胺含量來調控胞外體的生合成)，研究指出增加神經醯胺

的含量可以觸發(trigger)早期胞內體的膜向內凹陷形成腔內囊泡[41]，Trajkovic 等

人發現藉由藥物 GW4869 或 siRNA 減量(siRNA knockdown)抑制中性神經磷脂酶

(neutral sphingomyelinase, nSMase)來阻斷神經磷脂(sphingomyelin)轉換成神經醯胺

會減少寡樹突細胞(oligodendrocyte)分泌胞外體[42]；Yuyama 等人也提出減少神經

磷脂合成酶(sphingomyelin synthase, SMS)進而增加神經醯胺含量會使神經母細胞

瘤細胞(neuroblastoma cell line)分泌較多胞外體[25]。 

 

1.6 小結 

 根據實驗室之前對 ifc 的研究，我們目前已知果蠅眼睛失去 ifc 會產生光依賴

性神經退化且會增強自噬作用；在神經以外的組織過表達 ifc，可以經由細胞非自

主調控低程度拯救個體死亡；免疫螢光染色中 Ifc 會分別和 Rab4(早期胞內體)或

Rab7(晚期胞內體)共位，代表 Ifc 可能位於早期胞內體轉變成晚期胞內體過程中的

多囊泡體上；Ifc 在細胞外和 Rab4、Flo2 等胞外體標記共位；Ifc 可將二羥基神經

醯胺催化成神經醯胺，而神經醯胺被認為可能會調控胞外體分泌。根據上述，我們
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想知道 ifc是否會調控胞外體分泌，且又是如何調控。雖然在很多神經退化疾病的

研究中，胞外體被認為是使病情惡化的可能因素，然而有越來越多研究指出胞外體

維持神經功能的重要性，但這方面的研究仍然較不完整。因此，我們希望能以研究

ifc如何調控胞外體為起點，延伸到神經功能維持，進而串連起 ifc調控胞外體以維

持神經功能的大方向。 
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第二章 

實驗材料與方法 
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2.1 果蠅株及培養方法 

實驗果蠅飼養在標準培養基中，放置於室溫環境或 25℃的恆溫培養箱。 

果蠅株 基因型 來源 

ey3.5-FLP 
P{w[+mC]=ey3.5-FLP.B}1, y[1] w[*]; 

CyO/In(2LR)Gla, wg[Gla-1] PPO1[Bc] 

Bloomington 

stock center #35542 

cl, FRT40A 

y[d2] w[1118] P{ry[+t7.2]=ey-FLP.N}2 

P{GMR-lacZ.C(38.1)}TPN1; l(2)cl-L3[1] 

P{w[+t*] ry[+t*]=white-un1}30C 

P{ry[+t7.2]=neoFRT}40A/CyO, y[+] 

Bloomington 

stock center #5622 

FRT40A 

y[d2] w[1118] P{ry[+t7.2]=ey-FLP.N}2 

P{GMR-lacZ.C(38.1)}TPN1; 

P{ry[+t7.2]=neoFRT}40A 

Bloomington 

stock center #5615 

ifc-KO, FRT40A w1118; ifc-KO, P{neoFRT}40A/CyO-GFP 本實驗室製備 

repo-FLP w1118; Sp/Cyo; repo-FLP/TM3, Sb  

GMR>w RNAi 
y[1] w[*]; P{w[+mC]=UAS-Cpn.RNAi}9; 

P{y[+*]=GMR-GAL4,UAS-w.RNAi}3 

Bloomington 

stock center #43344 

repo-Gal4 
w[1118]; P{w[+m*]=GAL4}repo/TM3, 

Sb[1] 

Bloomington 

stock center #7415 

UAS-mCD8-GFP 

y[1] w[*]; P{w[+mC]=UAS-

mCD8::GFP.L}LL5, P{UAS-

mCD8::GFP.L}2 

Bloomington 

stock center #5137 

UAS-ifc(WT)-

mCherry 
w1118; P{UASTattb-ifc(WT)-mCherry}3 本實驗室製備 
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repo-ifc-mCherry Sp/Cyo; repo-ifc-mCherry/TM3, Sb 本實驗室製備 

UAS-ifc(∆CAT)-

mCherry 
w1118; P{UASTattb-ifc(∆CAT)-mCherry}3 本實驗室製備 

tub-Gal4 
y[1] w[*]; P{w[+mC]=tubP-

GAL4}LL7/TM3, Sb[1] Ser[1] 

Bloomington 

stock center #5138 

nSyb-GAL4 y[1] w[*]; P{w[+m*]=nSyb-GAL4.S}3 
Bloomington 

stock center #51635 

DE-Gal4 

y[1] w[*]; wg[Sp-1]/CyO; 

P{w[+mW.hs]=GawB}mirr[DE]/TM3, 

Sb[1] 

Bloomington 

stock center #29650 

UAS-mCherry-

CAAX 

w[*]; P{w[+mC]=UAS-

mCherry.CAAX.S}2 

Bloomington 

stock center #59021 

UAS-GFP-

mCD63 (II) 
UAS-GFP-mCD63/CyO; Dr/TM3, Sb 

From Suzanne 

Eaton 

HrsD28 

P{ry[+t7.2]=hsFLP}12, y[1] w[*]; 

Hrs[D28] 

P{ry[+t7.2]=neoFRT}40A/In(2LR)Gla, 

wg[Gla-1] PPO1[Bc] 

Bloomington 

stock center #54574 

Vps25A3 

w[*]; Vps25[A3] 

P{ry[+t7.2]=neoFRT}42D/CyO, 

P{w[+mC]=GAL4-twi.G}2.2, P{UAS-

2xEGFP}AH2.2 

Bloomington 

stock center #39633 
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UAS-GFP-

mCD63 (III) 
Sp/CyO; UAS-GFP-mCD63/TM3, Sb 

本實驗室將此轉殖

基因從第二條染色

體跳至第三條 

rh1-Gal4, eyFLP 

P{ry[+t7.2]=rh1-GAL4}1, P{ry[+t7.2]=ey-

FLP.N}2; P{w[+mC]=UAS-GFP-ninaC}2; 

P{w[+mC]=ninaE-tdTomato-ninaC}3L 

P{ry[+t7.2]=neoFRT}80B/TM6B, Tb[1] 

Bloomington 

stock center #43347 

UAS-Rab5CA w[*]; P{w[+mC]=UAS-Rab5[Q88L]}3 
Bloomington 

stock center #43335 

Rab4KO Rab4-ATG-Gal4KO #70 From Hiesinger lab 

UAS-YFP-Rab4 
y[1] w[*]; P{w[+mC]=UASp-

YFP.Rab4}Sap-r[32] 

Bloomington 

stock center #9767 

 

2.2 果蠅食物培養基製備 

1 L食物所需材料： 

純水 Agar 葡萄糖 紅糖 玉米粉 酵母粉 

1 L 7 g 36.75 g 18.3 g 31.822 g 42 g 

將上述材料放入鍋中加熱並持續攪拌至沸騰，待降溫至 70℃後，加入防腐劑 10 mL

及營養劑 8.08 mL。 

防腐劑 1 L配方：P-hydroxy benzoic acid methyl ester 200 g+酒精 800 g 

營養劑 1 L配方：Propionic acid 418 mL+85% phosphoric acid 41.5 mL+水 540.5 mL 
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2.3 群組分析(Clonal analysis) 

為了研究對早期發育重要的基因 ifc(全身性失去 ifc 會導致果蠅在二齡幼蟲的

階段死亡)，我們利用果蠅研究中常見的 FLP/FRT 重組技術[43][44]於特定組織中

產生 ifc突變細胞群組(mutant clone)，包含以 eyFLP (eyeless-FLP) [45]、ey3.5-FLP 

[46]、repo-FLP [47]分別在果蠅眼睛、視神經細胞、神經膠細胞中產生 ifc-KO同型

合子的細胞(ifc-KO/ifc-KO)。 

 

2.4 免疫螢光染色與共軛焦顯微鏡(IHC & Confocal microscope) 

果蠅成蟲視神經免疫螢光染色 

    將果蠅成蟲眼睛於 1倍磷酸鹽緩衝生理鹽水(1X PBS)中解剖分離，於 4%多聚

甲醛(含 4% paraformaldehyde 的 1X PBS)中固定 20分鐘，接著以 0.4% PBST 緩衝

液(含 0.4% Triton X-100 的 1X PBS)於振盪器上清洗 3次，每次 10分鐘，再以含螢

光耦合鬼筆環肽(Alexa FluorTM Phalloidin; 標定桿狀小體)(濃度 1:200)和 Na+/K+ 

ATPase 抗體(DSHB #a5; 標定神經細胞膜)(濃度 1:50)的 0.4% PBST 緩衝液於 4℃

冷房的振盪器上染色 20~24 小時。以 0.4% PBST 緩衝液於振盪器上清洗 3 次，每

次 10分鐘，再以含螢光耦合二抗(濃度 1:500)的 0.4% PBST 緩衝液於 4℃冷房的振

盪器上染色 12~16 小時。以 0.4% PBST 緩衝液於振盪器上清洗 3 次，每次 10 分

鐘，最後以 VECTASHIELD ® Mounting Medium 和指甲油封片。 

果蠅幼蟲眼碟(eye disc)免疫螢光染色 

    將果蠅三齡幼蟲的眼碟於 1倍磷酸鹽緩衝生理鹽水中解剖分離，於 4%多聚甲

醛中固定 18分鐘，接著以 0.4%PBST 緩衝液於振盪器上清洗 3次，每次 10分鐘，

再以含 DAPI (標定細胞核)(0.2 μL)和 mCD63 抗體(DSHB #H5C6; 標定胞外體)(濃

度 1:200)的 0.4% PBST 緩衝液於 4℃冷房的振盪器上染色 20~24 小時。以 0.4% 

PBST 緩衝液於振盪器上清洗 3次，每次 10 分鐘，再以含螢光耦合二抗(濃度 1:500)

的 0.4% PBST 緩衝液於 4℃冷房的振盪器上染色 12~16小時。以 0.4% PBST 緩衝
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液於振盪器上清洗 3次，每次 10分鐘，最後以 VECTASHIELD ® Mounting Medium

和指甲油封片。 

共軛焦顯微鏡(Confocal microscope)使用 

顯微鏡型號：Leica TCS SP5 和 LSM880 

實驗所使用物鏡：10X, 40X (oil), 63X (oil) 

實驗所使用雷射：405 nm, 488 nm, 543 nm, 633 nm 

影像擷取軟體:：LAS AF和 ZEN 2011 

擷取影像：SP5 Format 為 1024 X 1024，Speed 為 100 Hz，Line Average 為 4。 

          LSM880 Format 為 1024 X 1024，Speed 為 5。 

影像處理(Image processing) 

    於 Adobe Photoshop CS6 軟體中調整影像亮度(intensity)與對比(contrast)，影像

的顏色轉換(color change)與疊圖(merge)於 ImageJ軟體(NIH, Bethesda, MD)中進行，

影像儲存與輸出格式為 TIF檔。 

 

2.5 免疫螢光染色抗體清單 

一抗和染劑 

名稱 抗原或染劑說明 來源 
染色

濃度 

Alexa FluorTM 

488 Phalloidin 
F-actin 

Life Technologies 

#A12379 
1:200 

Alexa FluorTM 

568 Phalloidin 
F-actin 

Life Technologies 

#A12380 
1:200 

Alexa FluorTM 

647 Phalloidin 
F-actin 

Life Technologies 

#A22287 
1:200 



doi:10.6342/NTU201900402

16 

 

anti-Na+/K+ 

ATPase 
ATPase, (Na (+) K(+)) alpha subunit DSHB #a5 1:50 

anti-elav 
elav Drosophila protein; embryonic 

lethal abnormal vision 
DSHB #7E8A10 1:200 

anti-Repo Repo; Reversed polarity protein DSHB #8D12 1:200 

anti-mCD63 CD63 (human) LAMP-3 DSHB #H5C6 1:200 

anti-Rab5 
within residues 200 to the C-terminus 

of Drosophila melanogaster Rab5 
Abcam #ab31261 1:200 

DAPI 

核酸和染色體複染劑，與 DNA 的 

AT 區域結合後能發出藍色螢光 

Life Technologies 

#D1306 
0.2 μL 

 

二抗 

名稱 來源 染色濃度 

anti-mouse 405 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

anti-mouse Cy3 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

anti-mouse 647 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

anti-rabbit Cy3 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

anti-rat 647 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

 

2.6 視神經電位紀錄(Electroretinogram) 

在硬體連接方面，將玻璃電極固定於三向儀後，將其與四頻道搖傳式紀錄器連

接，再將紀錄器和訊號放大器(intracellular electrometer IE-210)連接，以將電訊號轉

為數位訊號，訊號放大器接地且玻璃電極在銅網內進行記錄，以避免雜訊干擾。 

以拉針器(Sutter instrument co. ; Sutter P97)拉出特定細度的視神經電位紀錄用
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針，拉針步驟如下： 

Pressure=500 

Heat: 615, Pull=35, Vel.=20, Del.=100 

Heat: 565, Pull=30, Vel.=20, Del.=100 

Heat: 565, Pull=30, Vel.=20, Del.=100 

Heat: 565, Pull=25, Vel.=15, Del.=100 

Heat: 545, Pull=20, Vel.=10, Del.=100 

Heat: 535, Pull=20, Vel.=10, Del.=100 

進行實驗時，先將果蠅的左半側以無毒性白膠小心固定至載玻片上，同時確保

未碰觸右半側的眼睛，再將載玻片移至黑暗處等待白膠風乾，接著以 2 M NaCl 溶

液填充玻璃參考電極和紀錄電極，參考電極插入果蠅第二體節的柔軟處，紀錄電極

輕觸右半側眼睛，由電腦軟體控制光刺激，刺激強度固定在 3000 Lux，每次刺激

持續 1秒，每隻果蠅至少測出連續 5個較穩定的波形。 

使用 Lab scribe 2 進行數據分析，每一組別每次約測量 10 隻左右的果蠅且至

少重複 3次，每隻果蠅選出最具代表性的波形進行量化。 

 

2.7 QuickChange聚合酶連鎖反應(QuickChange PCR) 

 QuickChange 聚合酶連鎖反應是一種利用引子(primer)設計進行定點突變(site-

directed mutagenesis)的方法，通常引子長度約為 25 到 35 個鹼基對(base pair)，而

所要改變的核苷酸(nucleotide)序列位於整個引子序列的中心。聚合酶連鎖反應完後，

於 50 μL反應液體中加入 1 μL Dpn1酵素和 5 μL CutSmart 緩衝液，放置在 37℃培

養箱中 1 小時讓酵素作用，Dpn1 酵素可將甲基化(methylated)的模版股(template 

strand)分解，確保只留下新合成具有突變序列的核酸(nucleic acid)，接著藉由轉形

作用(transformation)篩選出成功合成完整質體(plasmid)的核酸。 

 突變後的核酸經定序(sequence)確認目標基因(insert)之序列正確後，需在利用
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限制酶(restriction enzyme)將目標基因切下，連接(ligate)回未經聚合酶連鎖反應的

載體(vector)以確保載體沒有不必要的突變。 

 

 

 

聚合酶連鎖反應材料： 

DNA template (100 ng/μL) 1 μL 

forward primer (10 μM) 1.25 μL 

reverse primer (10 μM) 1.25 μL 

DNA polymerase 1 μL 

5 X buffer 10 μL 

dNTP (10 mM) 2 μL 

DMSO 3 μL 

ddH2O 30.5 μL 

Total volume 50 μL 
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聚合酶連鎖反應條件： 

步驟 溫度(℃) 時間 

初始變性 

(Initial denaturation) 
95℃ 1分 

1
5
個
循
環

(c
y
cl

e)
 變性 

(Denaturation) 
95℃ 50秒 

接合 

(Annealing) 
50-60℃ 50秒 

延伸 

(Elongation) 
68℃ 18分 

最終延伸 

(Final elongation) 
68℃ 7分 

最終溫度 

(Final hold) 
12℃ ∞ 

 

引子序列： 

ifc-CAT-FWD-1 GCCGAGATCTCGGCCAACCTGGCC 

ifc-CAT-REVCOMP-1 GGCCGAGATCTCGGCAACGGCCAG 

ifc-CAT-FWD-2 GCCCTGGAAGCCGCCCGTTACCAA 

ifc-CAT-REVCOMP-2 GGCGGCTTCCAGGGCGTACTTTTT 

ifc-CAT-FWD-3 GCCAACGAGGCCGCCGACTTTCCG 

ifc-CAT-REVCOMP-3 GGCGGCCTCGTTGGCGTAGCCCAC 
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3.1 剔除視神經細胞中的 ifc造成視神經在形態和功能上的光依賴性神經退化 

 先前實驗室利用 eyFLP在果蠅眼睛產生 ifc-KO同型合子的細胞(ifc-KO/ifc-KO)，

以免疫螢光染色實驗確認視神經細胞的形態，加上視神經電位紀錄確認視神經的

功能，在照光 10天之後，眼睛失去 ifc的組別和控制組相比，其視神經在形態和功

能上皆出現比較退化的情況，因此推論果蠅眼睛失去 ifc 會造成光依賴性(light-

dependent)神經退化[2]。然而，因為 eyFLP 作用的範圍涵蓋視神經細胞以及其周圍

的視神經膠細胞，所以進一步探討只將視神經細胞或視神經膠細胞中的 ifc 剔除，

對光依賴性神經退化造成的影響。 

 我們利用只作用在視神經細胞的 ey3.5-FLP 在果蠅視神經產生 ifc-KO 同型合

子的細胞，在照光 10天之後，以免疫螢光染色實驗確認其視神經細胞的形態，免

疫螢光染色中以鬼筆環肽(phalloidin)標定桿狀小體(rhabdomere)；Na+/K+ ATPase標

定神經細胞膜。視神經細胞失去 ifc的組別和控制組相比，其鬼筆環肽所標定的桿

狀小體數目顯著減少，且 Na+/K+ ATPase 所標定的神經細胞膜也較不規則或萎縮

(Fig. 1A-C)，推論果蠅視神經細胞失去 ifc 會造成視神經在形態上出現光依賴性神

經退化。 

 另外，我們也以視神經電位紀錄確認視神經的功能，在照光 10天之後，視神

經細胞失去 ifc的組別和控制組相比，其代表神經功能的去極化(depolarization)振幅

會顯著下降(Fig. 1D, E)，推論果蠅視神經細胞失去 ifc會造成視神經在功能上出現

光依賴性神經退化。 

 

3.2 剔除神經膠細胞中的 ifc造成視神經在功能上出現光依賴性神經退化 

 我們也利用只作用在神經膠細胞的 repo-FLP在果蠅神經膠細胞產生 ifc-KO同

型合子的細胞，在照光 10天之後，以免疫螢光染色實驗確認其視神經細胞的形態，

免疫螢光染色中以鬼筆環肽標定桿狀小體；Na+/K+ ATPase標定神經細胞膜。神經

膠細胞失去 ifc 的組別和控制組相比，其鬼筆環肽所標定的桿狀小體和 Na+/K+ 
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ATPase所標定的神經細胞膜在形態上有些微較不完整(Fig. 2A, B)，但在桿狀小體

數目的統計上並無顯著差異(Fig. 2C)，推論果蠅神經膠細胞失去 ifc 並不會造成視

神經在形態上有顯著的光依賴性神經退化。 

另外，我們也以視神經電位紀錄確認視神經的功能，在照光 10天之後，神經

膠細胞失去 ifc 的組別和控制組相比，其代表神經功能的去極化振幅會顯著下降

(Fig. 2D, E)，推論果蠅神經膠細胞失去 ifc會造成視神經在功能上出現光依賴性神

經退化。 

 

3.3 在神經膠細胞中表現 ifc-mCherry 減緩果蠅眼睛失去 ifc造成之光依賴性神經  

    退化 

 先前實驗室發現，利用 repo-Gal4 在神經膠細胞中過表達(overexpress) ifc-

mCherry，可以在視神經細胞中看到 Ifc-mCherry，代表 Ifc-mCherry 可能會從神經

膠細胞中移動到視神經細胞[2]。因此，我們想進一步知道只在神經膠細胞中表現

ifc-mCherry，是否能拯救果蠅眼睛失去 ifc造成之光依賴性神經退化。 

 為了減少眼睛色素的保護功能，我們利用 GMR-Gal4 在眼睛過表達 w RNAi 減

少眼睛色素，但因為已經有 GMR-Gal4，所以在此遺傳背景(genetic background)下

無法在利用 repo-Gal4 在神經膠細胞中過表達 ifc-mCherry，為了解決在同一個遺傳

背景下無法使用兩種不同 Gal4 的困境，實驗室的林志維學弟製作了在 repo啟動子

(promoter)後接 ifc-mCherry 基因序列的果蠅(repo-ifc-mCherry)，以利持續在神經膠

細胞中表現 ifc-mCherry。 

 我們利用 eyFLP 在果蠅眼睛產生 ifc-KO 同型合子的細胞，同時以 GMR-Gal4

在眼睛過表達 w RNAi當作控制組(ifc-KO)，並在此遺傳背景下利用 GMR-Gal4 在

眼睛過表達 ifc-mCherry (GMR>ifc(WT)-mCherry)，或在神經膠細胞中表現 ifc-

mCherry (repo-ifc-mCherry)作為實驗組，在照光 10天之後，以免疫螢光染色實驗確

認其視神經細胞的形態，免疫螢光染色中以鬼筆環肽標定桿狀小體；Na+/K+ ATPase
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標定神經細胞膜。GMR>ifc(WT)-mCherry 和 repo-ifc-mCherry 相較於 ifc-KO 的組

別，其鬼筆環肽所標定的桿狀小體數目皆有顯著增加(Fig. 3A-D)，且在視神經電位

紀錄中，其代表神經功能的去極化振幅也皆有顯著上升(Fig. 3E, F)，推論在神經膠

細胞中表現 ifc-mCherry就能減緩果蠅眼睛失去 ifc造成之光依賴性神經退化。 

 為了排除 repo 啟動子的作用範圍可能包含部分神經細胞之可能性，藉由免疫

螢光染色實驗確認，以 repo-Gal4 過表達 mCD8-GFP 標定 repo 啟動子作用位置，

同時以 α-repo標定神經膠細胞，以 α-elav標定神經細胞，觀察 mCD8-GFP 的訊號

是否會出現在 α-elav 所標定之神經細胞中，實驗結果發現標定 repo 啟動子作用位

置之 mCD8-GFP 訊號並不會和標定神經細胞之 α-elav 訊號共位，因此我們認為

repo啟動子作用範圍不包含神經細胞(Supplementary Fig. 1)。 

 

3.4 突變 Ifc上可能負責酵素催化功能之胺基酸序列降低 Ifc-mCherry 減緩光依賴 

    性神經退化的能力 

 為了研究 Ifc 的酵素(enzyme)催化功能，我和實驗室的葉宇涵同學將 Ifc 上可

能負責酵素催化功能之胺基酸序列突變，其中挑了三個可能的區域分別進行突變，

依序稱為∆CAT 1、∆CAT 2、∆CAT 3，還有三個區域同時突變的∆CAT Total (之後依

序簡稱為∆C1、∆C2、∆C3、∆CT)，如下所示： 

Ifc, isoform A胺基酸序列: 

MGQKVSRTDFEWVYTEEPHASRRKIILEKYPQIKKLFGHDPNFKWVAGAMVLT

QILALFVVKDLSWSWLIVAAYCFGGIINHSLMLAVHEISHNLAFGHSRPMHNRIL

GFICNLPIGLPMSISFKKYHLEHHRYQGDEAIDTDIPTLLEARLFDTTFGKFLWVC

LQPFFYIFRPLIINPKPPTRLEIINTVVQLTFNALIVYFLGWKPLAYLLIGSILAMGL

HPVAGHFISEHYMFAKGFETYSYYGPLNWITFNVGYHNEHHDFPAVPGSRLPEV

KRIAKEFYDTMPQHTSWTRVLYDF IMDPAVGPYARVKRRQRGLAS 

HxxxH & HxxHH: catalytically essential histidine residues 

將組胺酸(histidine, H)突變成丙胺酸(alanine, A) 

 探討 Ifc的酵素活性是否會影響光依賴性神經退化之前，我們想先知道，這些
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突變的 ifc是否會影響果蠅生存，於是我和實驗室的葉宇涵同學、林志維學弟在果

蠅全身性失去 ifc的遺傳背景下，利用 tub-Gal4 在全身分別過表達這些突變的 ifc，

以及野生型(wild type, WT)的 ifc當作控制組，觀察突變的 ifc是否能拯救全身性失

去 ifc果蠅的死亡，結果如下表所示： 

 

 實驗結果顯示，果蠅全身性失去 ifc的遺傳背景下，若利用 tub-Gal4 在全身過

表達酵素催化功能突變的 ifc皆無法成功拯救果蠅的死亡，代表這些可能負責酵素

催化功能的區域對果蠅生存是重要的。 

 接下來我們進一步想知道這些區域突變的 ifc是否會影響其減緩光依賴性神經

退化的能力，利用 eyFLP 在果蠅眼睛產生 ifc-KO 同型合子的細胞，同時以 GMR-

Gal4在眼睛過表達w RNAi當作控制組(ifc-KO)，並在此遺傳背景下利用GMR-Gal4

在眼睛分別過表達 ifc(WT)-mCherry (GMR>ifc(WT)-mCherry)或 ifc(∆C3)-mCherry 

(GMR>ifc(∆C3)-mCherry)作為實驗組，在照光 10 天之後，以免疫螢光染色實驗確

認其視神經細胞的形態，免疫螢光染色中以鬼筆環肽標定桿狀小體；Na+/K+ ATPase

標定神經細胞膜。GMR>ifc(WT)-mCherry相較於 ifc-KO的組別，其鬼筆環肽所標

定的桿狀小體數目有顯著增加(Fig. 4A, B, D)，且在視神經電位紀錄中，其代表神

經功能的去極化振幅也有顯著上升(Fig. 4E, F)，但若是 GMR>ifc(∆C3)-mCherry和

GMR>ifc(WT)-mCherry的組別相比，其桿狀小體的數目則會顯著減少(Fig. 4B-D)，

且在視神經電位紀錄中的去極化振幅也會顯著下降(Fig. 4E, F)，推論將 Ifc上可能

負責酵素催化功能之胺基酸序列突變，會降低 Ifc-mCherry減緩光依賴性神經退化

的能力。 
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 為了排除 Ifc(WT)-mCherry和 Ifc(∆C3)-mCherry蛋白表現量不一致的可能性，

我們利用 nSyb-GAL4 在神經細胞過表達 ifc(WT)-mCherry或 ifc(∆C3)-mCherry，萃

取果蠅頭部的蛋白以西方墨點法(Western blot)比較兩者的蛋白含量(Supplementary 

Fig. 2A)，從實驗結果得知，Ifc(WT)-mCherry和 Ifc(∆C3)-mCherry的蛋白表現量在

統計上並無顯著差異(Supplementary Fig. 2B)。 

 

3.5 過表達 ifc(WT)-mCherry造成胞外 mCD63 puncta數量增加，其調控可能與 

    Ifc的酵素活性有關 

先前實驗室的游宇蓮學姊觀察到 Ifc 會和胞外體(exosome)的標記(marker)在免

疫螢光染色下共位(colocalize)，接下來我們想進一步知道 ifc 是否會調控胞外體的

分泌。我們利用 DE-Gal4 (Dorsal Eye-Gal4)在果蠅幼蟲眼碟(eye disc)的背側(dorsal 

compartment)過表達 GFP-mCD63 來標定胞外體，同時分別過表達 mCherry-CAAX

當作控制組和 ifc(WT)-mCherry 作為實驗組，觀察過表達 ifc(WT)-mCherry 是否會

增加胞外 mCD63 puncta數量。 

因為 DE-Gal4 表現位置只在眼碟背側，所以如果在 DE-Gal4 表現的另一側觀

察到 GFP-mCD63 訊號，代表這些 mCD63 puncta是從蛋白表現側分泌出來。另外，

我們發現在眼碟的形態溝(morphogenetic furrow)中有比較多 GFP-mCD63訊號，為

了方便觀察，所以統一固定在形態溝拍攝免疫螢光染色圖。由於形態溝是沒有細胞

的凹陷結構，所以使用染劑 DAPI 標定細胞核來確認形態溝位置。從實驗結果來

看，過表達 ifc(WT)-mCherry相較於過表達 mCherry-CAAX的組別，在蛋白表現的

另一側有更多 GFP-mCD63 訊號(Fig. 5A, B, D)，因此，我們推論過表達 ifc(WT)-

mCherry會造成胞外 mCD63 puncta數量增加。 
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圖一、 DE-Gal4 在眼碟背側表現之示意圖 

前人研究指出，神經醯胺(ceramide)含量增加會促進胞外體分泌[25] [42]，而 Ifc

本身具有酵素催化功能，可以將二羥基神經醯胺(dihydroceramide)催化成神經醯胺，

所以過表達 ifc理論上會增加神經醯胺的含量，因此，我們想更進一步知道過表達

ifc(WT)-mCherry 造成胞外 mCD63 puncta 數量增加是否與 Ifc 本身的酵素活性有

關。我們在上述實驗設置下多加一組過表達 ifc(∆C3)-mCherry 的組別，觀察將 Ifc

上可能負責酵素催化功能之胺基酸序列突變，和過表達 ifc(WT)-mCherry的組別相

比，其胞外 mCD63 puncta數量是否會有所改變。從實驗結果來看，過表達 ifc(∆C3)-

mCherry和過表達 ifc(WT)-mCherry的組別相比，其蛋白表現的另一側 GFP-mCD63

訊號會減少(Fig. 5B-D)，因此，我們推論過表達 ifc(WT)-mCherry造成胞外 mCD63 

puncta數量增加，其調控可能與 Ifc的酵素活性有關。 

 

3.6 Hrs蛋白突變(HrsD28/+)使過表達 ifc(WT)-mCherry所增加的胞外 mCD63 

puncta數量減少 

 根據前人研究，胞外體生合成之調控主要有 ESCRT 蛋白或神經醯胺參與的兩

種理論[37][38]，由我們的實驗推論 Ifc 可能透過其酵素活性將二羥基神經醯胺催

化成神經醯胺，進而使胞外 mCD63 puncta數量增加。除了神經醯胺所參與的調控

之外，ESCRT蛋白也被認為是調控胞外體生合成的重要因子[39][40]，因此，我們
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想進一步知道 ifc調控胞外mCD63 puncta數量增加是否需要 ESCRT蛋白一起參與

調控。 

ESCRT 蛋白可以細分成 4 個種類，分別為 ESCRT-0、ESCRT-I、ESCRT-II、

ESCRT-III，我們從中挑了屬於 ESCRT-0 的 Hrs 蛋白和屬於 ESCRT-II 的 Vps25 蛋

白進行實驗。有研究指出 Hrs蛋白會調控樹突細胞(dendritic cell)的胞外體分泌[48]；

在果蠅研究上，也有證據指出 Hrs 蛋白會調控胞內體(endosome)膜的內陷[49]；而

Vps25 被認為在多囊泡體(multivesicular body, MVB)形成腔內囊泡(intraluminal 

vesicle, ILV)的過程是重要的[50]。我們想知道在 ESCRT 蛋白突變(HrsD28/+或

Vps25A3/+)的遺傳背景下，原本過表達 ifc(WT)-mCherry 所增加的胞外 mCD63 

puncta 數量是否會受到影響。我們在不同的遺傳背景下，以 DE-Gal4 在果蠅幼蟲

眼碟的背側細胞同時過表達 ifc(WT)-mCherry 和 GFP-mCD63，發現在 Hrs 蛋白突

變(HrsD28/+)的遺傳背景下(Fig. 6B-B’’’)，和控制組(Fig. 6A-A’’’)相比其胞外 mCD63 

puncta數量會下降(Fig. 6D)；而在 Vps25蛋白突變(Vps25A3/+)的組別(Fig. 6C-C’’’)，

其胞外 mCD63 puncta 數量和控制組(Fig. 6A-A’’’)相比則沒有顯著差異(Fig. 6D)，因

此，我們認為 Ifc可能和 Hrs 蛋白一起調控使胞外 mCD63 puncta 數量增加。 

 

3.7 失去 ifc減少胞外 mCD63 puncta數量 

既然過表達 ifc(WT)-mCherry 會造成胞外 mCD63 puncta 數量增加，我們也想

知道，如果失去 ifc 是否會減少胞外 mCD63 puncta 數量。我們利用 eyFLP 在果蠅

幼蟲眼碟產生 ifc-KO 同型合子的細胞，同時以 DE-Gal4 在眼碟背側過表達 GFP-

mCD63來標定胞外體，觀察失去 ifc的組別和控制組相比，是否會減少胞外 mCD63 

puncta數量。從實驗結果來看，ifc-KO的組別和控制組相比，其在蛋白表現另一側

的 GFP-mCD63訊號會減少(Fig. 7A-C)，因此，我們推論失去 ifc會減少胞外 mCD63 

puncta數量。 

 



doi:10.6342/NTU201900402

28 

 

3.8失去 ifc造成多囊泡體中的腔內囊泡數量有減少趨勢 

 胞外體形成是一個連續的過程，研究胞外體分泌的調控通常會檢驗這個連續

過程中的其中兩個步驟，分別是多囊泡體的生合成與多囊泡體和細胞膜結合的調

控[51][52]。我們首先利用穿透式電子顯微鏡(transmission electron microscopy, 

TEM)觀察多囊泡體的生合成是否有受到影響，在照光 3天的條件下，比較失去

ifc的組別(Fig. 8A-I)和控制組(Fig. 8J-L)，其多囊泡體的大小和多囊泡體中腔內囊

泡的數量是否有明顯差異。實驗結果顯示，ifc-KO的組別和控制組相比，其多囊

泡體的大小和多囊泡體中腔內囊泡的數量在統計上皆無顯著差異(Fig. 8M, N)，然

而，ifc-KO組別的多囊泡體中腔內囊泡數量和控制組相比有明顯減少的趨勢，推

測可能是因為 ifc-KO 組別的樣本量(sample size)太小，所以才導致在統計上沒有

達到顯著差異，因此，我們認為 ifc可能會影響多囊泡體的生合成。 

 

3.9 失去 ifc造成多囊泡體生合成減少 

 我們觀察到失去 ifc 會減少胞外 mCD63 puncta 數量，且在電顯也看到多囊泡

體中的腔內囊泡數量有減少趨勢，所以接著想進一步確認 ifc是否的確是透過調控

多囊泡體的生合成來影響胞外體數量。 

為了知道 ifc 是否會調控多囊泡體的生合成，我們利用持續活化的 Rab5 

(constitutively active Rab5, Rab5CA)以便觀察。一般來說，Rab5 被用來標定早期胞

內體(early endosome)，但是因為持續活化的 Rab5 會形成比較大的胞內體(enlarged 

endosome)，同時具有早期胞內體和多囊泡體混合的形態，所以便於我們觀察多囊

泡體的生合成[53][54][55]。我們利用 eyFLP 在果蠅眼睛產生 ifc-KO 同型合子的細

胞，同時以 rh1-Gal4在果蠅眼睛的視紫質(rhodopsin)過表達GFP-mCD63和Rab5CA，

藉由量化 GFP-mCD63 和 Rab5CA 訊號共位的面積相較於全部 Rab5CA 訊號面積

的比例，代表多囊泡體生合成的程度。從實驗結果來看，ifc-KO 的組別(Fig. 9A-C)

相較於控制組(Fig. 9D-F)，其量化的面積比例會下降(Fig. 9G)，因此，我們推論 ifc
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會調控多囊泡體的生合成。 

 

3.10 果蠅眼睛失去 ifc和全身性失去 Rab4造成的光依賴性神經退化屬於累加效

應 

 Rab4 是一種會和鳥苷三磷酸(guanosine triphosphate; GTP)結合的 GTP 酶

(GTPase)。Rab4 主要被認為參與早期胞內體回到細胞膜的快循環(fast recycling)調

控[56][57]，但有研究指出 Rab4 會在網狀紅血球(reticulocyte)成熟時，和釋放的胞

外體結合[58]；也有研究指出細胞外的 Wg (Wingless)會和 Rab4 共位 [59]，因此我

們把 Rab4 當成可能的胞外體標記。實驗室的游宇蓮學姊也觀察到 Ifc會和 Rab4 在

細胞外共位，於是我們接下來想知道 ifc執行功能時是否需要 Rab4 協助。 

 首先，我們在 ifc-KO 的遺傳背景下將 Rab4 剔除，在照光 10 天之後的視神經

電位紀錄中，ifc-KO + Rab4KO和 ifc-KO的組別相比，其代表神經功能的去極化振

幅有顯著下降。因為只有將 Rab4 剔除的組別在照光 10 天之後也有神經功能退化

的情況，所以需考慮和野生型 w1118組別比較，Rab4KO和 ifc-KO 相較於 w1118所減

少去極化比例的合，約等於 ifc-KO + Rab4KO相較於 w1118所減少的去極化比例(Fig. 

10A, B)，因此，我們推論果蠅眼睛失去 ifc和全身性失去 Rab4 造成的光依賴性神

經退化屬於累加效應(additive effect)。 

 

3.11 ifc和 Rab4 對光依賴性神經退化的調控具有互補特性 

 ifc-KO 和 Rab4KO 造成的光依賴性神經退化屬於累加效應，從這個實驗結果

來看，我們傾向認為 ifc 和 Rab4 對光依賴性神經退化的調控屬於兩條獨立

(independent)的調控路徑。為了進一步釐清 ifc和 Rab4 對光依賴性神經退化的調控

是否具有上下游關係，我們利用具有 Gal4 活性的 Rab4KO 來過表達 ifc(WT)-

mCherry，若 ifc 為 Rab4 的下游，過表達 ifc(WT)-mCherry則可以減緩 Rab4KO 造

成的神經退化。在照光 10天之後的視神經電位紀錄中，Rab4KO>ifc(WT)-mCherry
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和 Rab4KO相比，其代表神經功能的去極化振幅有顯著上升(Fig. 11C, D)，若只從

這個實驗結果來看，推論 ifc 可能是 Rab4 的下游。但另一方面，我們也在 ifc-KO

的遺傳背景下，利用 GMR-Gal4 在眼睛過表達 YFP-Rab4，若 ifc為 Rab4 的上游，

過表達 YFP-Rab4 則可以減緩 ifc-KO造成的神經退化。在照光 10 天之後的視神經

電位紀錄中，ifc-KO + GMR>YFP-Rab4 和 ifc-KO相比，其代表神經功能的去極化

振幅有顯著上升(Fig. 11E, F)，若只從這個實驗結果來看，推論 ifc可能是 Rab4 的

上游。綜合上述兩個實驗的結果，我們認為 ifc 和 Rab4 對光依賴性神經退化的調

控屬於兩條獨立的調控路徑且具有互補(complementary)特性。 
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4.1 在視神經或神經膠細胞中失去 ifc對光依賴性神經退化的影響 

 利用 ey3.5-FLP 在視神經將 ifc 剔除，造成視神經在形態和功能上皆出現光依

賴性神經退化；而如果用 repo-FLP 在神經膠細胞將 ifc剔除，只會看到視神經在功

能上出現比較明顯的光依賴性神經退化，因此我們推測 Ifc主要還是在神經中作用

以維持神經功能。若是利用 eyFLP 在整個眼睛將 ifc剔除，同時以 repo-ifc-mCherry

於神經膠細胞中表現 ifc-mCherry 可以減緩光依賴性神經退化，所以我們推測如果

連神經都失去 ifc 的情況下，這時候神經膠細胞中的 Ifc 就扮演維持神經功能的重

要角色。神經膠細胞中的 Ifc如何協助神經維持其功能，我們認為有三種可能的調

控方式：(1) Ifc蛋白本身從神經膠細胞移動到神經以供應神經所需的 Ifc蛋白，(2)

神經膠細胞將神經脂質代謝，代謝後的產物送回神經以補充神經需要的神經脂質，

(3)神經將過多的神經脂質送到神經膠細胞，由神經膠細胞協助這些神經脂質的代

謝。 

 

4.2 Ifc(∆CAT)-mCherry 是否真的破壞其酵素活性 

 我們總共製作 4 株 UAS-ifc(∆CAT)-mCherry 果蠅(∆C1~3, ∆CT)，但我們只挑

ifc(∆C3)-mCherry測試其對光依賴性神經退化的影響，因為 Ifc(∆C3)-mCherry相較

於其它 Ifc(∆CAT)-mCherry，其蛋白表現量最接近 Ifc(WT)-mCherry。除了本篇論文

使用的 ifc(∆C3 #A)-mCherry，我們也測試了其它 independent line，例如 ifc(∆C3 #B)-

mCherry，從西方墨點法的結果來看，我們認為可以排除 Ifc(WT)-mCherry 和

Ifc(∆C3)-mCherry蛋白表現量不一致的可能性(Supplementary Fig. 2)。 

 而過表達 ifc(∆C3)-mCherry相較於 ifc(WT)-mCherry對光依賴性神經退化或胞

外體分泌影響的實驗，我們只能推論實驗得到的結果可能是因為負責酵素催化功

能的區域被破壞所導致，但是並無法直接說明是因為二羥基神經醯胺或神經醯胺

含量改變的關係，因此我們必須進一步檢驗 Ifc(∆C3)-mCherry 是否會改變二羥基

神經醯胺和神經醯胺的比例。利用 DE-Gal4 過表達 ifc(WT)-mCherry 或 ifc(∆C3)-
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mCherry，並以 anti-Ceramide標定神經醯胺，比較兩者神經醯胺的含量是否有明顯

差異，從此實驗結果可能可以得知 Ifc(∆C3)-mCherry 的酵素活性是否的確有被破

壞。 

 

4.3 胞外體標記選擇 

 一般胞外體的研究會用兩種以上的標記來標定胞外體，常見的胞外體標記包

含 CD9、CD63、CD81、Alix、flotillin-1等。我們的實驗中只有使用 CD63這一種

胞外體標記，雖然 CD63 是最常見的胞外體標記之一，但若只使用一種胞外體標記

可能不足以說明所被標定的囊泡就是胞外體。儘管有這方面的考量，但在實際的實

驗操作上卻有其困難。我們的實驗材料為果蠅的組織而非細胞，在果蠅的實驗中，

若要過表達某種蛋白，最常見的方法為 Gal4-UAS 系統，利用 Gal4 在特定組織上

過表達 UAS 序列後所接的蛋白。在 DE-Gal4 的眼碟實驗中，需要過表達可以作為

胞外體標記的蛋白，且還需要藉由一、二抗來放大螢光訊號以利觀察觀察胞外的

puncta。就現有果蠅中心(Bloomington Drosophila Stock Center)所提供的果蠅和其它

果蠅實驗室，除了 CD63之外並無上述提到的其它胞外體標記之 UAS 果蠅，因此，

若要解決此問題，可能必須自行製作帶有胞外體標記蛋白的 UAS 果蠅。 

 

4.4 脂質組成對胞外體的影響 

 Ifc 可以將二羥基神經醯胺催化成神經醯胺，而二羥基神經醯胺和神經醯胺兩

者間的比例(dihydroceramide:ceramide ratio)會影響生物膜(blological membrane)的

特性，例如有研究指出若增加此比例會使溶酶體膜的通透性(permeabilization)增加

[60]。然而，如果單從二羥基神經醯胺和神經醯胺這兩種脂質的特性去分析：

Hernández-Tiedra等人提出二羥基神經醯胺會使生物膜較不穩定，他們發現含 16碳

二羥基神經醯胺的巨大單層膜囊泡(C16 dihydroceramide-containing GUV)，其膜會

呈現局部比較硬(rigid)的不均勻(inhomogeneous)特性[60]；Löfgren 和 Pascher 等人
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發現神經醯胺在 4 號和 5號碳之間的反式雙鍵(4,5-trans-double bond)會和垂直的碳

鏈形成密集(close-packed)的排列[61]；Pascher 也指出神經醯胺的氫鍵群(hydrogen 

bonding group)有利神經醯胺於生物膜中形成側邊的氫鍵以提升生物膜的穩定性

[62]。 

 根據上述提到的二羥基神經醯胺和神經醯胺之特性，我們推測胞外體膜上的

脂質組成若是含有較高比例的神經醯胺，能使胞外體膜有較好的穩定性，可能有

利胞外體進行較長遠距離的運輸。 

 

4.5 Ifc可能和 ESCRT 蛋白一起調控胞外體分泌 

 先前對胞外體生合成調控的研究主要認為有 ESCRT蛋白或神經醯胺參與的兩

種調控[37][38]。ESCRT 蛋白被認為是調控胞外體生合成的重要因子[39][40]；但有

研究指出從 4種 ESCRT 蛋白(ESCRT-0、ESCRT-I、ESCRT-II、ESCRT-III)中分別挑

選 1 個代表性的蛋白(Hrs、Tsg101、Vps22、Vps24)，同時將此 4 個蛋白以 siRNA

減量，結果仍然可以觀察到胞外體的生合成，因而提出可能存在不需要 ESCRT 蛋

白參與的胞外體生合成機制[63]；另外也有研究提出只要調控神經醯胺的含量來改

變膜的特性就能影響胞外體的生合成[25] [41][42]。 

雖然胞外體的生合成常常被二分為 ESCRT-dependent 或 ESCRT-independent 

(也稱為 ceramide mechanism)兩種機制的其中一種[64]，但這兩種機制的調控可能

不完全是獨立的，反而可能協同(synergize)一起作用。ESCRT-independent 機制提出

神經醯胺會使膜彎曲以形成囊泡，但除了會自分選(self-assorting)到膜上特定脂質

微區域(lipid microdomain)的物質之外，此特性並不具有分選(cargo sorting)的功能，

這似乎暗示可能為 ESCRT蛋白協助分選加上神經醯胺調控膜的彎曲，兩種機制協

同以形成包覆特定物質的小囊泡[65]。此外，在 ESCRT-independent 機制的相關研

究中，純化多種類型細胞分泌的胞外體並分析其蛋白組成，仍然含有 TSG101 和

ALIX等 ESCRT 蛋白或是泛蛋白化(ubiquitinated)的蛋白[66][67]。 
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我們的實驗結果看到過表達 ifc(WT)-mCherry會增加胞外mCD63 puncta數量，

但是如果在 Hrs 蛋白突變(HrsD28/+)的遺傳背景之下，胞外 mCD63 puncta 數量則又

會減少，代表 Ifc可能和 Hrs 蛋白一起參與胞外體生合成的調控，而究竟是因為 Ifc

改變神經醯胺的含量加上 Hrs 蛋白一起作用，還是 Ifc蛋白本身和 Hrs 蛋白有交互

作用進而調控胞外體的生合成則需要進一步釐清。然而，我們使用的突變 ESCRT

蛋白(HrsD28/+或Vps25A3/+)為異型合子(heterozygote)，因為在同型合子(homozygote)

的遺傳背景下果蠅無法存活，若要使實驗結果更有說服力，可以利用 ESCRT 蛋白

的 RNAi 果蠅以減少 ESCRT 蛋白表現量進行實驗，比較其結果是否和異型合子的

突變 ESCRT 蛋白實驗一致。 

 

4.6 ifc和 Rab4 互補調控在生理上的意義 

 不管在 Rab4KO 遺傳背景下過表達 ifc(WT)-mCherry 或在 ifc-KO 遺傳背景下

過表達 YFP-Rab4，都可以減緩原本的光依賴性神經退化，因此，我們推論 ifc 和

Rab4 對光依賴性神經退化之調控屬於兩條獨立的調控路徑且具有互補特性。我們

試著從生理功能探討此現象，提出一個可能的解釋方法，細胞為了維持正常功能，

會將細胞中沒有用處或是有害的物質清除，而清除廢物的方式除了可以利用溶酶

體(lysosome)將物質分解之外，細胞還能以胞外體的形式將廢物送出細胞外以減少

對自身的傷害[26][27]。我們認為 ifc可以調控胞外體分泌以清除廢物；而 Rab4 已

被熟知的功能為調控早期胞內體回到細胞膜的快循環[56][57]，我們推測 Rab4 可

以藉由調控快循環來將廢物送出細胞外。基於上述，我們認為 ifc 和 Rab4 這兩種

可能將廢物送出細胞外的途徑，當其中一條被阻斷，可以透過加強另一條路徑協助

細胞將廢物排出，因而維持細胞正常功能。 
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未來實驗方向 
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5.1 探討 Ifc和 ESCRT 蛋白一起調控胞外體分泌的可能機制 

雖然我們認為可能是 Ifc改變神經醯胺含量加上 Hrs蛋白一起作用來調控胞外

體生合成，但目前並沒有直接的證據支持此說法，而且也無法排除 Ifc蛋白本身和

Hrs 蛋白有交互作用進而調控胞外體生合成的可能。為了解決在活體內(in vivo)實

驗的困境，我們可以在活體外(in vitro)進行實驗以提供更直接的證據，有研究指出

以人工的(artificial)方式合成巨大單層膜囊泡(giant unilamellar vesicle, GUV)，在加

入純化後的 Vps20 和 Snf7 兩種 ESCRT-III 蛋白，可以使膜內陷形成類似腔內囊泡

的構造，因為 Snf7 可以藉由 Vps20 在膜上進行成核(nucleation)以形成螺旋的絲狀

結構(spiral filament)，而此結構可以協助膜向內凹陷形成腔內囊泡[68]。若我們能

成功建立此系統，就能進行不同的實驗操作，例如：(1)直接改變膜上的神經醯胺比

例，觀察是否會影響膜的內陷，(2)只加入 Ifc 觀察是否能看到膜的內陷，若可以的

話，(3)同時加入 Ifc 和二羥基神經醯胺，是否能觀察到更多的腔內囊泡，若 Ifc 主

要透過調控神經醯胺含量來促進胞外體生合成，在此操作下有更多二羥基神經醯

胺能被 Ifc催化成神經醯胺，則應該看到更多腔內囊泡。 

 

5.2 探討 DEGS1-KO 細胞分泌的胞外體數量和組成 

 根據實驗室之前的研究，在 ifc-KO 的遺傳背景下，觀察到細胞的自噬作用

(autophagy)活化，我們推測自噬作用活化可能會抑制胞外體分泌，加上先前實驗室

利用 SH-SY5Y 細胞(一種人類神經母細胞瘤的細胞株)檢驗 DEGS1 的調控和功能

在演化上具有高度保守性[2]。因此，我們希望建立 DEGS1-KO細胞，藉由細胞培

養的方式，可以收集培養基(culture medium)後以超高速離心的方式純化大量胞外

體，如此一來就能分析失去 DEGS1 是否會減少胞外體的數量，並且還能以 ultra 

high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS)

分析胞外體的神經脂質組成。 
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5.3 探討失去 Rab4是否會增加胞外體分泌 

 關於 ifc和 Rab4 互補調控在生理上的意義，我們提出了一個可能的解釋： ifc

和 Rab4 這兩種將廢物送出細胞外的可能途徑，當其中一條被阻斷，可以透過加強

另一條路徑以協助細胞將廢物排出，因而維持細胞功能。為了提升這個說法的可信

度，我們可以在 Rab4KO 的遺傳背景下，利用 DE-Gal4 在果蠅幼蟲眼碟的背側同

時過表達 GFP-mCD63 (標定胞外體)和 ifc(WT)-mCherry，觀察胞外 mCD63 puncta

數量是否會增加，若符合我們提的假說，在 Rab4KO的遺傳背景下，因為 Rab4 調

控的快循環清除路徑被阻斷，所以會增強 ifc促進胞外體分泌的路徑來協助清除廢

物，因此應該觀察到更多胞外 mCD63 puncta。 
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第六章 

實驗圖表 
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Fig. 1 剔除視神經細胞中的 ifc造成視神經在形態和功能上的光依賴性神經退化 

(A-C) 控制組(A-A’’)和以 ey3.5-FLP 在視神經產生 ifc-KO 同型合子細胞的組別(B-

B’’)照光 10 天後的果蠅眼睛橫切圖，以鬼筆環肽(綠色)標定桿狀小體，以 Na+/K+-

ATPase(紫紅色)標定神經細胞膜，比例尺：5 μm；每個小眼(ommatidium)中的桿狀

小體數目量化在(C) (每一組別 = 3隻果蠅，每一隻果蠅 ≥ 16 個小眼)。 

(D, E) 控制組和 ifc-KO 組別的視神經電位紀錄比較，照光 10 天後 ifc-KO 組別相

較於控制組在去極化的振幅有顯著變小。視神經電位紀錄的 trace在(D)；去極化的

振福量化在(E)。 

量化圖資訊：(C, E)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (Student’s t-test)。 
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Fig. 2 剔除神經膠細胞中的 ifc造成視神經在功能上出現光依賴性神經退化 

(A-C) 控制組(A-A’’)和以 repo-FLP在神經膠細胞產生 ifc-KO同型合子細胞的組別

(B-B’’)照光 10天後的果蠅眼睛橫切圖，以鬼筆環肽(綠色)標定桿狀小體，以Na+/K+-

ATPase(紫紅色)標定神經細胞膜，比例尺：5 μm；每個小眼中的桿狀小體數目量化

在(C) (每一組別 = 3隻果蠅，每一隻果蠅 ≥ 16個小眼)。 

(D, E) 控制組和 ifc-KO 組別的視神經電位紀錄比較，照光 10 天後 ifc-KO 組別相

較於控制組在去極化的振幅有顯著變小。視神經電位紀錄的 trace在(D)；去極化的

振福量化在(E)。 

量化圖資訊：(C, E)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (Student’s t-test)。 

 

 



doi:10.6342/NTU201900402

42 

 

 

Fig. 3 在神經膠細胞中表現 ifc-mCherry 減緩果蠅眼睛失去 ifc造成之光依賴性神  

      經退化 

(A-D) 以 eyFLP 在眼睛產生 ifc-KO 同型合子細胞(A-A’’)和 ifc-KO 遺傳背景下以

GMR-Gal4在眼睛過表達 ifc(WT)-mCherry (B-B’’)或以 repo啟動子在神經膠細胞表

現 ifc-mCherry (C-C’’)照光 10天後的果蠅眼睛橫切圖，以鬼筆環肽(綠色)標定桿狀

小體，以 Na+/K+-ATPase(紫紅色)標定神經細胞膜，比例尺：10 μm；每個小眼中的

桿狀小體數目量化在(D) (每一組別 = 3 隻果蠅，每一隻果蠅 ≥ 16個小眼)。 

(E, F) ifc-KO 遺傳背景和此遺傳背景下加上 GMR>ifc(WT)-mCherry 或 repo-ifc-

mCherry的視神經電位紀錄比較，照光 10 天後 repo-ifc-mCherry組別的去極化振幅

恢復到接近 GMR>ifc(WT)-mCherry 的組別。視神經電位紀錄的 trace 在(E)；去極

化的振福量化在(F)。 

量化圖資訊：(D, F)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 4 突變 Ifc上可能負責酵素催化功能之胺基酸序列降低 Ifc-mCherry 減緩光 

      依賴性神經退化的能力 

(A-D) 以 eyFLP 在眼睛產生 ifc-KO 同型合子細胞(A-A’’)和 ifc-KO 遺傳背景下以

GMR-Gal4 在眼睛過表達 ifc(WT)-mCherry (B-B’’)或 ifc(∆C3)-mCherry (C-C’’)照光

10天後的果蠅眼睛橫切圖，以鬼筆環肽(綠色)標定桿狀小體，以 Na+/K+-ATPase(紫

紅色)標定神經細胞膜，比例尺：10 μm；每個小眼中的桿狀小體數目量化在(D) (每

一組別 = 3隻果蠅，每一隻果蠅 ≥ 16 個小眼)。 

(E, F) ifc-KO 遺傳背景和此遺傳背景下加上 GMR>ifc(WT)-mCherry 或

GMR>ifc(∆C3)-mCherry 的視神經電位紀錄比較，照光 10 天後 GMR>ifc(∆C3)-

mCherry 組別相較於 GMR>ifc(WT)-mCherry 的組別在去極化的振幅有顯著變小。

視神經電位紀錄的 trace在(E)；去極化的振福量化在(F)。 

量化圖資訊：(D, F)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 5 過表達 ifc(WT)-mCherry造成胞外 mCD63 puncta數量增加，其調控可 

能與 Ifc的酵素活性有關 

(A-D) 以DE-Gal4在果蠅幼蟲眼碟的背側細胞同時過表達GFP-mCD63和mCherry-

CAAX (A-A’’’) 或 ifc(WT)-mCherry (B-B’’’) 或 ifc(∆C3)-mCherry (C-C’’’) ，以

mCD63(綠色)標定胞外體，以 DAPI(藍色)標定細胞核，比例尺：5 μm；胞外 mCD63 

puncta數目量化在(D)。 

量化圖資訊：(D)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 6 Hrs蛋白突變(HrsD28/+)使過表達 ifc(WT)-mCherry 所增加的胞外 mCD63 

puncta 數量減少 

(A-D) 分別在野生型(A-A’’’)或HrsD28/+ (B-B’’’)或Vps25A3/+ (C-C’’’)的遺傳背景下，

以 DE-Gal4 在果蠅幼蟲眼碟的背側細胞同時過表達 ifc(WT)-mCherry 和 GFP-

mCD63，以 mCD63(綠色)標定胞外體，以 DAPI(藍色)標定細胞核，比例尺：5 μm；

胞外 mCD63 puncta 數目量化在(D)。 

量化圖資訊：(D)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 7 失去 ifc減少胞外 mCD63 puncta數量 

(A-C) 分別在野生型(A-A’’’)或 ifc-KO (B-B’’’)的遺傳背景下，以 DE-Gal4 在果蠅幼

蟲眼碟的背側細胞過表達 GFP-mCD63，以 mCD63(綠色)標定胞外體，以 DAPI(藍

色)標定細胞核，比例尺：5 μm；胞外 mCD63 puncta 數目量化在(C)。 

量化圖資訊：(D)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 8 失去 ifc造成多囊泡體中的腔內囊泡數量有減少趨勢 

(A-N) 控制組(A-I)和以 eyFLP 在果蠅眼睛產生 ifc-KO 同型合子細胞的組別(J-L)照

光 3天後的穿透式電子顯微鏡圖，比例尺：0.5 μm。多囊泡體的大小以面積量化在

(M)；多囊泡體中腔內囊泡的數量量化在(N) (控制組 n = 9，ifc-KO 組別 n = 3)。 

量化圖資訊：(M, N)以平均值 ± 標準差呈現；ns代表無顯著差異(Student’s t-test)。 
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Fig. 9 失去 ifc造成多囊泡體生合成減少 

(A-G) 以 rh1-Gal4 在果蠅眼睛的視紫質過表達 GFP-mCD63和 Rab5CA，比較控制

組(A-C)和 ifc-KO 組別(D-F) GFP-mCD63 和 Rab5CA 訊號共位的面積相較於全部

Rab5CA訊號面積的比例，來代表多囊泡體生合成的程度，以 mCD63(綠色)標定胞

外體，以 Rab5CA(紅色)標定早期胞內體和多囊泡體混合，比例尺：5 μm；面積比

值量化在(G)。 

量化圖資訊：(G)以平均值 ± 標準差呈現；*代表 P < 0.05 (Student’s t-test)。 
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Fig. 10 果蠅眼睛失去 ifc和全身性失去 Rab4造成的光依賴性神經退化屬於累加 

效應 

(A-B) w1118、Rab4KO、ifc-KO、ifc-KO+Rab4KO 的視神經電位紀錄比較，照光 10

天後 Rab4KO和 ifc-KO組別相較於 w1118的組別在去極化的振幅皆有顯著變小，且

兩者和 w1118組別相比下降的比例約等於 ifc-KO+Rab4KO 和 w1118組別相比下降的

比例。視神經電位紀錄的 trace在(A)；去極化的振福量化在(B)。 

量化圖資訊：(B)以平均值 ± 標準差呈現；***代表 P < 0.001 (1way ANOVA)。 
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Fig. 11 ifc和 Rab4 對光依賴性神經退化的調控具有互補特性 

(A-B) Rab4KO 黑暗或照光 10 天的視神經電位紀錄比較，Rab4KO 照光 10 天相較

於黑暗 10 天的組別在去極化的振幅有顯著變小。視神經電位紀錄的 trace 在(A)；

去極化的振福量化在(B)。 

(C-D) w1118、Rab4KO、Rab4KO>ifc(WT)-mCherry的視神經電位紀錄比較，照光 10

天後 Rab4KO>ifc(WT)-mCherry 組別的去極化振幅恢復到接近 w1118 的組別。視神

經電位紀錄的 trace在(C)；去極化的振福量化在(D)。 

(E-F) ifc-KO 遺傳背景和此遺傳背景下加上 GMR>YFP-Rab4 的視神經電位紀錄比

較，照光 10 天後 GMR>YFP-Rab4 組別相較於 ifc-KO 的組別在去極化的振幅有顯

著增加。視神經電位紀錄的 trace在(E)；去極化的振福量化在(F)。 

量化圖資訊：(B, D, F)以平均值 ± 標準差呈現；**代表 P < 0.005，***代表 P <

 0.001 (1way ANOVA)。 
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Supplementary Fig. 1 repo啟動子作用範圍不包含神經細胞 

(A, B) 以 repo-Gal4 過表達 mCD8-GFP 確認 repo啟動子之作用範圍，以 mCD8(綠

色)標定 repo啟動子作用位置(A, B)，以 α-repo(紅色)標定神經膠細胞(A’, B’)，以 α-

elav(灰色)標定神經細胞(A’’, B’’)，以 DAPI(藍色)標定細胞核(A’’’, B’’’)，比例尺：

20 μm。 
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Supplementary Fig. 2 Ifc(WT)-mCherry和 Ifc(∆C3)-mCherry的蛋白表現量無顯   

                   著差異 

(A, B) 以 nSyb-Gal4 在神經細胞過表達 ifc(WT)-mCherry 或 ifc(∆C3)-mCherry，萃

取果蠅頭部的蛋白以西方墨點法比較兩者的蛋白含量。西方墨點法結果在(A)；每

一組別 Ifc-mCherry 相較於 actin 的蛋白含量，並以 nSyb>ifc(WT)-mCherry 的數值

標準化量化在(B) (n = 6)。 

量化圖資訊：(B)以平均值 ± 標準差呈現；ns 代表無顯著差異(1way ANOVA)。 
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