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摘要 

    Infertile crescent (Ifc) 為演化上具高度保守性的脂質修飾酵素，負責在果蠅

神經脂質新合成路徑中將二羥基神經醯胺(dihydroceramide, DHCer)轉變成神經

醯胺(ceramide, Cer)。為瞭解 ifc在神經的功能，我們於果蠅眼睛建立 ifc-KO突變

細胞群組(mutant clone)，發現失去 ifc 會導致成體視神經的漸進式活性依賴退

化。 

    為瞭解其神經退化之機制，我們以 ifc-KO全感光細胞突變群組(ifc-KO whole 

eye clone)進行研究，發現失去 ifc 會導致果蠅視神經中參與光傳遞路徑的

Rhodopsin 1與調控桿狀小體(rhabdomere)形成之 Chaoptin堆積，但不影響發育時

期 Eyes shut蛋白的分佈。由於 ifc參與神經脂質新合成路徑，因此我們在群組分

析中檢測失去 ifc是否影響脂質恆定，發現在 ifc-KO感光細胞突變群組分析中有

脂質堆積，且脂噬作用提昇。前人研究發現光刺激會活化 Rac1 導致 NADPH 

oxidase (Nox)產生 ROS，而我們觀察到失去 ifc後 ROS提升，並且透過藥物抑制

Nox後，ROS下降，以及保護神經免於光依賴退化。此外，我們亦發現 Ifc位於

Rab4相關之外吐小體(exosome)，並可於視神經細胞中觀察到錐細胞或色素細胞

過表達之 Ifc-mCherry 蛋白，推測 Ifc 可離開製造細胞產生細胞非自主機制(cell 

non-autonomously)之作用，並參與調控 exosome分泌作用。 

    此研究除了瞭解 ifc於視神經活性依賴退化中扮演的角色，也探討細胞外吐

作用的調控，除對 ifc 之功能更加瞭解外，或許也能作為神經細胞與其他細胞溝

通的基礎。 
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Abstract 

Infertile crescent (Ifc) is an evolutionarily conserved lipid-modifying enzyme 

that converts dihydroceramide (DHCer) into ceramide in de novo sphingolipid 

synthesis. To investigate the functional role of ifc in neurons, we established the 

ifc-KO mutant clone in adult eye and revealed that photoreceptors underwent a 

progressive, light-dependent neurodegeneration in the absence of ifc. 

To further investigate the mechanism of light-dependent degeneration we 

examined the accumulation of cargoes of membrane trafficking including Rhodopsin 

1(Rh1), Chaoptin(Chp) and Eyes shut(Eys) in whole-eye ifc-KO clones. Whereas both 

Rh1 and Chp accumulated, the level and distribution of Eys, a secreted protein 

required for photoreceptor development, did not change. This finding suggests that 

loss of ifc does not disrupt early neuronal development.  

Next, we examined whether loss of ifc affects lipid homeostasis. We recently 

showed that loss of ifc leads to lipid accumulation and activation of lipophagy. Light 

induces Rac1–NADPH oxidase (Nox) activity and produces ROS (Chartier, Hardy et 

al. 2012). Interestingly, we showed that both ROS increase and light-dependent 

neurodegeneration upon loss of ifc can be rescued by feeding ifc-KO flies with Nox 

inhibitor Apocynin. Thus, inhibition of NOX activation prevents ifc-KO 

photoreceptors from degeneration.  

To understand the subcellular mechanism, we have identified that Ifc colocalizes 

with Rab4-related exosomes and Ifc-mCherry expressed from cone or pigment cells is 

detected within photoreceptors, suggesting ifc can leave from producing cells and 

functions cell non-autonomously. More detailed experiments are needed to further 
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address the role of ifc on neurons and exocytosis, which potentially will shed light on 

the communication between neurons and supporting cells. 
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1.1神經脂質與細胞膜狀胞器運輸機制 

    細胞膜(cellular membranes)可指劃分細胞內與外的雙層細胞質膜(plasma 

membranes)或是分隔(compartmentalize)細胞中各式胞器的膜狀結構。在真核生物

中，膜狀構造主要由三種脂質組成，分別為：甘油脂(Glycerolipids)、固醇(Sterols)

與神經脂質(Sphingolipids)，其組成比例隨不同區域而有所改變(Sankaram and 

Thompson 1990)。 

    神經脂質是由鞘氨醇鹼(sphingoid base)和醯基(acyl group)所構成之脂質，在

細胞質膜上與固醇形成脂筏(lipid raft)調控訊號傳遞(Schroeder, London et al. 1994, 

Lingwood and Simons 2010)。此外，神經脂質也被發現會位於細胞內不同膜狀胞

器中，如粒線體(mitochondria)或自噬小體(autophagosome)(Zheng, Kollmeyer et al. 

2006) ，而神經脂質的回收和分解也出現在不同的膜狀胞器中，如內體(endosome)、

自噬小體、溶酶體(lysosome)(Zheng, Kollmeyer et al. 2006)。 

    生物體中，大部分神經脂質可經由神經脂質新合成路徑所合成(Figure. 

1)(Hannun and Obeid 2008, Hla and Dannenberg 2012)，在哺乳類細胞中，內質網

(endoplasmic reticulum)中的絲氨酸棕櫚油酸轉移酶(serine-palmitoyl transferase)會

將絲胺酸 (serine)及棕櫚醯輔酵素 A (palmitoyl-CoA)轉換成二氫鞘氨醇

(sphinganine)，之後經神經醯胺合成酶 (Ceramide synthase)作用轉變為

dihydroceramide，再由 Dihydroceramide desaturase轉變為神經醯胺(ceramide)，後

送往高基氏體 (Golgi)由 Ceramidase 修飾形成鞘氨醇 (sphingosine)，或由

Sphingomyelin synthase加上 phosphocholine形成神經磷脂(sphingomyelin)，以及

醣類修飾的腦脂醣苷(cerebrosides)和神經節醣苷(glycosphingolipids)(Hannun and 

Obeid 2008)。Sphingomyelin、cerebrosides和 glycosphingolipids可經由補救合成

路徑(Salvage pathway) (Figure. 1)在次級內體與溶酶體內被降解為 ceramide 

(Riboni, Viani et al. 1997, Kolter and Sandhoff 2005)，故 ceramide可作為中間循環

調控各下游代謝 sphingolipids含量之重要角色。 
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以下介紹前人研究中各神經脂質代謝酵素與膜狀胞器運輸機制的關係： 

Sphingosine kinase 

    研究發現，Sphingosine kinase(SPHK)藉由將 sphingosine (Sph) 轉變成水溶性

的 sphingosine-1-phosphate (S1P)來調控 membrane dynamics，影響細胞內吞與外

吐作用(Goni, Sot et al. 2014)。 

    膜蛋白內化後會被運送至次級內體(late endosome)及溶酶體降解，或者至再

循環內體(recycling endosome)後運回細胞膜。在果蠅的視神經細胞中，過表達或

失去 SPHK 影響了 dihydrosphingosine 1 phosphate (DHS1P)與 S1P 之比例，當 

DHS1P/S1P 比例提升時，會增加 G protein-coupled receptor Rhodopsin 以及

light-sensitive transient receptor potential (TRP)經由 endolysosomal trafficking之降

解(Acharya, Patel et al. 2003, Yonamine, Bamba et al. 2011)。在哺乳動物細胞上降

低 SPHK表現量，會造成 transferrin uptake與 recycling 受損，證明了 S1P對於

endocytic membrane recycling是重要的(Shen, Giordano et al. 2014)。 

線蟲的 SPHK-1位於神經突觸前末端，在失去 SPHK-1的線蟲中，神經發育

正常，但是神經肌肉接合處(neuromuscular junctions)的神經傳導物質釋放受損，

蕈毒鹼活化劑(Muscarinic agonists)刺激異三聚體蛋白質(heterotrimeric G protein) 

Gαq以及下游效應子 Trio Rho GEF反應，造成突觸前 SPHK-1增加，促使神經

傳導物質釋放(Chan, Hu et al. 2012)，另一研究指出，鈣離子內流亦會使突觸前末

端 SPHK-1增加，並召集 soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein 

receptor (SNARE) Munc13協助突觸小泡釋放(Chan and Sieburth 2012)，證明線蟲

中，S1P 代謝對於突觸小泡與突觸前末端膜融合機制有關。老鼠研究中，Sph被

認為會活化突觸小泡膜上負責調控膜融合的 SNARE 蛋白 Synaptobrevin，刺激

Synaptobrevin與細胞膜上的Syntaxin/SNAP-25異源二聚體形成三元SNARE複合

體，促進細胞 exocytosis(Darios, Wasser et al. 2009)。 
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Sphingomyelinase 

先前研究利用老鼠寡突神經膠細胞多泡體數目較多之特性(Trajkovic, Dhaunchak 

et al. 2006)來研究組成髓磷脂(myelin)的 proteolipid protein (PLP)相關的外吐小體

之形成與釋放機制。研究發現經超速離心(Ultracentrifugation)後，PLP 與外吐小

體標誌 Alix和 Flotillin位於同一分層(de Gassart, Geminard et al. 2003)，顯示 PLP

可能藉外吐小體運輸到其他細胞，隨後免疫電顯亦證明了 PLP位於外吐小體上。

藉由RNAi技術抑制ESCRT (endosomal sorting complex required for transport)調控

機制(Hurley and Emr 2006, Williams and Urbe 2007)，發現並無影響具 PLP囊泡的

膜內運輸，且因為 PLP 具有 raft-type microdomains，故推論 PLP 相關的外吐小

體釋放機制可能與 ceramide 含量有關，利用 RNAi 技術以及藥物抑制 Neutral 

Sphingomyelinase 表現量及活性來降低由 sphingomyelin 轉化成 ceramide 的效率

(Clarke, Snook et al. 2006)，發現降低了 ceramide含量後 PLP相關的外吐小體之

釋放亦減少，而透過外加 Sphingomyelinase亦可促使模擬 lipid-raft之膜向外分泌

囊泡，因此推論ceramide可以促使管腔內囊泡生成而誘發外吐小體釋放(Trajkovic, 

Hsu et al. 2008)。 
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Figure. 1 神經脂質新合成路徑(sphingolipid de novo pathway)與補救合成路徑

(Salvage pathway) 

 

1.2 Dihydroceramide desaturase於哺乳類細胞及果蠅中之功能 

    Dihydroceramide desaturase (DEGS)參與神經脂質新合成路徑(sphingolipid de 

novo synthesis pathway)，負責將 dihydroceramide轉化為 ceramide，哺乳類動物分

為 DEGS1與 DEGS2，果蠅中則為 Infertile crescent(Ifc)。 

    在神經脂質新合成路徑中，神經醯胺為重要的中間產物，而神經醯胺的合成

主要發生在內質網(endoplasmic reticulum)膜上，藉由 Dihydroceramide desaturase

將 dihydroceramide轉變成神經醯胺(Michel and van Echten-Deckert 1997)。哺乳類

具有兩種 dihydroceramide desaturase:DEGS1和 DEGS2。DEGS1具 Δ4 desaturase

活性，負責將 dihydroceramide加上 4,5 trans double bond，形成神經醯胺(Michel, 

van Echten-Deckert et al. 1997)。而 DEGS2 則同時具有 Δ4 desaturase 和 c-4 



	 	

doi:10.6342/NTU201702435

6 
 

hydroxylase兩種活性，負責生成神經醯胺和 phytoceramides。此兩種酵素的表現

器官也不同，DEGS1 廣泛表現在全身，但其表現量和活性於肝臟、腎臟與肺臟

較強(Causeret, Geeraert et al. 2000, Omae, Miyazaki et al. 2004) 。而 DEGS2的表

現則大多侷限於 phytoceramides有重要功能的器官，如皮膚、小腸和腎臟(Mizutani, 

Kihara et al. 2004, Omae, Miyazaki et al. 2004)。研究發現，DEGS1可能參與調控

細胞凋亡，在 COS-7 細胞中，DEGS1 的豆蔻酸化修飾(myristoylation)會導致其

移至粒線體，使粒線體中的神經醯胺增加，導致細胞凋亡(Beauchamp, Tekpli et al. 

2009)。亦有研究發現，完全失去 DEGS1 的胚胎纖維母細胞(mouse embryonic 

fibroblasts)能抵抗處理 etoposide 後所產生的細胞凋亡(Siddique, Bikman et al. 

2012)。近期研究也發現 DEGS1除了 Δ4 desaturase活性之外，也具有視網醇異構

酶(retinol isomerase)的活性，能將反式視黃酯(trans-retinyl ester)轉換成順式視網

醇(cis-retinol)(Kaylor, Yuan et al. 2013)，因此 DEGS1也可能參與錐色素再生(cone 

pigment regeneration)。 

果蠅的 dihydroceramide desaturase 同源基因為 infertile crescent (ifc)或稱

des-1(Endo, Akiyama et al. 1996)，其與人類之 Dihyrdroceramide desaturase 1有

62%之一致性(identity)及 75%相似性(similarity)，與人類之 Dihyrdroceramide 

desaturase 2有 58%之一致性及 72%相似性，且在負責將 dihydroceramide加上雙

鍵的 Δ4-sphingolipid-FADS-like domain 中 56 個胺基酸有 75%完全相同(Endo, 

Akiyama et al. 1996)，顯示其在演化上之高度保守性。 

 

1.3細胞內膜運輸與視神經細胞活性依賴退化 

    果蠅的複眼約由 800個小眼(ommatidia)組成(Wang and Montell 2007, Yau and 

Hardie 2009, Kumar 2012, Xiong and Bellen 2013)，各個小眼內含 8個桿狀小體

(rhabdomeres, R1-R8)，桿狀小體上具有 Rhodopsin 蛋白表現(Alvarez 2008)，

Rhodopsin 1 (Rh1)為最主要表現在 R1–R6之 Rhodopsin蛋白(Wang and Montell 
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2007, Kumar 2012, Xiong and Bellen 2013)。Rh1經由內質網生成與折疊，經高基

氏體修飾後運送至桿狀小體之緻密堆疊細胞膜，此路徑為 secretory 

pathway(Figure. 2)(Xiong and Bellen 2013)。當參與 Rh1合成、修飾或運送之蛋白

發生突變會導致導果蠅視神經細胞發育不良或退化(Kurada and O'Tousa 1995, 

Rosenbaum, Hardie et al. 2006, Cao, Li et al. 2011, Rosenbaum, Brehm et al. 2011, 

Lee, Song et al. 2013)。視神經細胞內的光傳遞路徑藉由光子活化 Rh1(Kiselev and 

Subramaniam 1994)，活化後的 Rh1(Metarhodopsin, Mrh)會刺激 phospholipase C 

(PLC)(Running Deer, Hurley et al. 1995)水解 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PIP
2
)後製造 diacylglycerol (DAG)(Bloomquist, Shortridge et al. 1988)。DAG其下

游代謝物會活化瞬態受體電位(Transient Receptor Potential, TRP)陽離子通道開啟，

導致視神經細胞去極化(Niemeyer, Suzuki et al. 1996, Chyb, Raghu et al. 1999, 

Leung, Geng et al. 2000)。活化之 Rh1(metarhodopsin, Mrh)經橘光照射後會被轉化

為不活化態的 Rh1(Kiselev and Subramaniam 1994)。部分Mrh會被內吞至內體與

溶酶體結合降解或經由自噬作用分解(Figure. 2)(Kiselev, Socolich et al. 2000, Xu, 

Lee et al. 2004, Orem, Xia et al. 2006)。當 Rh1 去活化態作用失常(Dolph, 

Ranganathan et al. 1993, Alloway, Howard et al. 2000)或是內溶酶體路徑受損會造

成 Rh1堆積導致視神經細胞活性依賴退化(Chinchore, Mitra et al. 2009, Dourlen, 

Bertin et al. 2012)。 

    果蠅的視神經細胞之頂端面會形成緻密聚集之微絨毛(microvilli)構造，微絨

毛聚集組織成感光性桿狀小體(photosensitive rhabdomeres)接收光刺激。研究指出

桿狀小體之構造及功能分別與 prominin(Prom), eyes shut(Eys), crumbs(Crb)及

chaoptin (Chp)有關(Table.1)(Husain, Pellikka et al. 2006, Zelhof, Hardy et al. 2006, 

Nie, Mahato et al. 2012, Gurudev, Yuan et al. 2014)，Prom與 Eys會促進桿狀小體分

離，而 Crb 與 Chp 則協助桿狀小體黏附，果蠅視神經細胞透過上述蛋白質的交

互作用在各個小眼中形成適當的桿狀小體間隙(inter-rhabdomeral space, IRS)以執
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行感光功能。目前已知 prom, eys, crb 失去功能之突變果蠅株其桿狀小體型態異

常，產生視神經活性依賴退化之現象，且此退化可藉由餵食缺乏維他命 A 之食

物拯救，推論視神經細胞死亡與 Rh1堆積有關，chp失去功能之突變果蠅株造成

微絨毛不規則聚集的形態異常，但無視神經活性依賴退化之現象，且其形態異常

無法藉由餵食缺乏維他命 A之食物拯救(Gurudev, Yuan et al. 2014)。 

 

(Xiong and Bellen 2013) 

Figure. 2  Rh1生成與活化後細胞內降解路徑 
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Table. 1 Prom, Eys, Crb與 Chp之比較 

1.4光刺激與 ROS 

    GTPase Rac1在調控調控細胞的型態、極性與凋亡作用上扮演重要角色(Jaffe 

and Hall 2005)。如同其他 GTPases，Rac1會藉和 GDP或 GTP結合，轉變成於細

胞質中的不活化態或於膜上的活化態。受到訊號刺激後 guanine nucleotide 

exchange factors (GEFs)會驅使Rac1和GTP結合，使其可以和下游效應子(effector)

交互作用，驅動細胞內各式生物反應。GTPase-activating proteins (GAPs)則可將

活化態 Rac1 之 GTP 水解為 GDP，轉為不活化態。研究指出在特定組織過表達

顯性抑制(dominant-negative form)與顯性活躍(dominant-active form)之 Rac1會出

現組織特定表型(tissue-specific phenotype)，顯示 Rac1在各個組織間具有重要功

能。在 rhodopsin空白突變(null mutant)同型合子果蠅同一小眼中，R1、R2與 R6

只餘部分桿狀小體存在，R3、R4與 R5幾乎消失，顯示失去 rhodopsin會造成其

桿狀小體型態異常，在此果蠅中過表達顯性活躍之 Rac1可以部分拯救桿狀小體

型態，且在野生型果蠅上過表達顯性抑制之 Rac1 亦會造成類似 rhodopsin null 

mutant同型合子果蠅之桿狀小體異常現象，顯示 Rac1在 Rhodopsin調控之視神

經細胞形態上扮演重要角色(Chang and Ready 2000)。哺乳動物視網膜的研究發現，

光線會刺激 Rac1活化(Balasubramanian and Slepak 2003, Belmonte, Santos et al. 

2006)，活化後的 Rac1 會啟動 NADPH oxidase 作用，產生活性氧物種(reactive 



	 	

doi:10.6342/NTU201702435

10 
 

oxygen species, ROS)(Sundaresan, Yu et al. 1996, Park, Lee et al. 2004, Jaffe and 

Hall 2005)，目前研究已知ROS異常增加會造成視網膜病變(Komeima, Rogers et al. 

2007, Lambeth 2007, Kang, Lemke et al. 2009, Usui, Oveson et al. 2009)。果蠅的

Crumbs (crb)與其哺乳類同源基因 CRB1–3在演化上具有保守性，目前已知在表

皮細胞極化與視神經之型態生成和穩定中扮演重要角色。研究指出人類 CRB1

基因突變會造成視網膜病變(retinal dystrophies)(den Hollander, ten Brink et al. 

1999, Gosens, den Hollander et al. 2008, Bulgakova and Knust 2009)，而在果蠅的表

皮細胞與視神經細胞研究指出，Crb會抑制 Rac1–NADPH oxidase相關之 ROS產

生(Chartier, Hardy et al. 2012)( Figure. 3)，抑制 NADPH oxidase降低 ROS能恢復

crb 同型合子突變之果蠅胚胎其表皮細胞缺陷，且降低 Rac1或 NADPH oxidase

活性皆能預防失去 crb 所造成的視神經細胞退化現象，顯示在光線刺激下，Crb

透過抑制 Rac1–NADPH oxidase活性扮演一個保護視神經細胞的角色。 

 

 

Figure. 3 Rac1-NOX產生 ROS之路徑 
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1.5 Rab與外吐小體 

細胞之間可透過分泌胞外囊泡(extracellular vesicles, EVs)來溝通，胞外囊泡

依據產生的來源分為：外吐小體(exosomes)、微泡(microvesicles )與凋亡小體

(apoptotic bodies)(Yanez-Mo, Siljander et al. 2015)，目前研究較著重在外吐小體與

微泡上(Kalra, Simpson et al. 2012)。外吐小體特指多泡體(multivesicular bodies, 

MVBs)釋放到細胞外之管腔內囊泡(intraluminal vesicles, ILVs)(Heijnen, Schiel et 

al. 1999)。內體特限膜(limiting endosomal membrane)透過 ESCRT (endosomal 

sorting complex required for transport) 調 控 機 制 或 ceramide 調 控 機 制

(ESCRT-independent mechanisms)內陷形成含有許多管腔內囊泡之多泡體

(Carayon, Chaoui et al. 2011, van Niel, Charrin et al. 2011, Perez-Hernandez, 

Gutierrez-Vazquez et al. 2013, Colombo, Raposo et al. 2014)，多泡體與細胞膜融合

後釋放出管腔內囊泡到細胞外，此外吐小體分泌過程受到 Rab(Figure. 4)與

SNARE complex之調控(Hsu, Morohashi et al. 2010, Ostrowski, Carmo et al. 2010, 

Gross, Chaudhary et al. 2012)，在哺乳類網狀紅血球細胞的研究中，發現外吐小體

與Rab4出現在同一分層中，推論 Rab4可能位於外吐小體上(Vidal and Stahl 1993)，

前人研究以 wg-GAL4在果蠅翅膀器官碟(wing imaginal disc)過表達 YFP-Rab4，

發現 Wg訊號與 YFP-Rab4 在細胞外共同存在，顯示 Rab4 可能為一外吐小體標

誌(Gross, Chaudhary et al. 2012)，其餘常見的外吐小體標誌為 CD63、TSG101、

Flotillin與 Alix(Figure.5)。  
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 adapted from (Blanc and Vidal 2017) 

Figure. 4 真核細胞內 Rab GTPases調控細胞中膜狀胞器的運輸，其中 Rab4與

Rab11參與再循環內體運輸，Rab4、Rab27與 Rab35調控外吐小體釋放。 
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(Blanc and Vidal 2017) 

Figure. 5外吐小體與其組成蛋白，其中 CD63、TSG101、Flotillin與 Alix為常

見的外吐小體標誌。 
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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 

 

實驗果蠅在 25℃恆溫培養箱中或在室溫飼養於標準培養基。 

 

果蠅株 基因型 來源 

FRT40A 

y
d2

 w
1118

 P{ey-FLP.N}2 

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

P{neoFRT}40A 

Bloomington stock 

center#5615 

Ifc-KO,FRT40A w
1118

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

Tub-Gal4 y
1
 w*; P{tubP-GAL4}LL7 /TM3, Sb1 Ser1 

Bloomington stock 

center#5138 

repo-gal4 w
1118

; P[GAL4]repo/TM3, Sb
1 

Bloomington stock 

center#7415 

UASt-ifc y
1
 w*;;UASt-Ifc 本實驗室製備 

UAS-ifc-mCherry w
1118

; P{UASt-ifc-mCherry}3 本實驗室製備 

GMR-myr-mRFP, 

FRT40A 

ey-FLP; GMR-myr-mRFP, FRT40A  
Bloomington stock 

center #7122 

rdhB-Gal4 

P{rdhB-GAL4.W}1, w1118; snaSco/CyO; 

TM2/MKRS 

Bloomington stock 

center #24501 

spa-Gal4 P{w[+mC]=spa-GAL4.J}1, w[*] 

Bloomington stock 

center #26656 

Flo2-YFP y1 w1118 Flo2-YFP DGRC#120561 

Rab4-EYFP y1 w1118; TIRab4EYFP 

Bloomington stock 

center #62542 

Rab11-EYFP w[1118]; TIRab11[EYFP] Bloomington stock 
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center #62549 

DE-Gal4 

y1 w*; wgSp-1/CyO; P{GawB}mirrDE/TM3, 

Sb
1
 

Bloomington stock 

center #29650 

 

2.2 果蠅食物培養基製備 

1L食物所需材料 

純水 Agar 葡萄糖 紅糖 玉米粉 酵母粉 

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

以上材料放進鍋中後加熱並持續攪拌至沸騰，待降溫至攝氏 70 度後，加入防腐

劑 10mL及營養劑 8.08mL 

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

營養劑 1L配方: Propionic acid 418mL+85% phosphoric acid 41.5mL+540.5mL水 

 

2.3 視神經電位紀錄(Electroretinogram) 

 先將每組 10 隻之果蠅左半側，以無毒性白膠小心固定至載玻片上，並確保

未碰觸右半邊之眼睛，再將玻片移至黑暗處並待膠水風乾。在紀錄時，先以 2M 

NaCl 溶液裝滿玻璃紀錄電極及接地電極。紀錄電極輕觸右半部眼睛，接地電極

則插入第二體節之柔軟處。光刺激為電腦軟體所控制，強度固定為 3000 Lux 並

持續一秒。 

    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記錄器

連接，再將後者和訊號分配放大器 (intracellular electrometer IE-210) 連接，以將

電訊號轉為數位訊號。除此之外， IE-210 接地且紀錄時皆在銅網內進行，以避

免雜訊干擾。使用 Lab scribe2做數據分析，每一基因型至少使用 15隻果蠅，每

隻果蠅至少做出五個波形，以選出最具代表性之波形。 
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以拉針器(Sutter instrument co. ; Sutter P97)拉出特定細度的視神經電位紀錄用針 

拉針步驟:  

Pressure=500 

Heat: 572, Pull=35, Vel=20, Del=100 

Heat: 520, Pull=30, Vel=20, Del=100 

Heat: 520, Pull=30, Vel=20, Del=100 

Heat: 520, Pull=25, Vel=15, Del=100 

Heat: 500, Pull=20, Vel=10, Del=100 

Heat: 490, Pull=20, Vel=10, Del=100 

 

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

 

果蠅視神經免疫螢光染色 

    將成蟲果蠅眼睛於一倍磷酸鹽緩衝生理鹽水 (PBS) 中解剖分離，於多聚甲

醛 (PBS含 4% paraformaldehyde) 中固定二十分鐘，而後以 PBST緩衝液 (PBS

含 0.4% Triton X-100) 清洗三次，每次十分鐘，在攝氏四度環境下再以含螢光標

定鬼筆環肽 (Alexa Fluor 488® phalloidin;標定 F-actin） 之 PBST 緩衝液 (濃度

1:500) 染色隔夜 (12-16小時)，之後以 PBST緩衝液 (PBS含 0.4% Triton X-100) 

清洗三次，每次十分鐘，最後以 VECTASHIELD®  Mounting Media 和指甲油封

片。 

 

果蠅幼蟲眼碟細胞染色 

    將果蠅三齡幼蟲的眼碟於一倍磷酸鹽緩衝生理鹽水 (PBS) 中解剖分離，於

多聚甲醛 (PBS 含 4% paraformaldehyde)中固定十八分鐘，而後以 PBST 緩衝液 
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(PBS含1% Triton X-100)或1X PBS緩衝液(不破膜的條件)清洗三次，每次十分鐘，

在攝氏四度環境下以含一抗之 1% PBST緩衝液或 1X PBS緩衝液染色一天 (24

小時)，之後以 1% PBST緩衝液 1X PBS緩衝液清洗三次，每次十分鐘，再以含

二抗 (濃度 1:500) 之 1% PBT緩衝液 1X PBS緩衝液染色隔夜 (12-16小時)，之

後以 1% PBST 緩衝液 1X PBS 緩衝液清洗三次，每次十分鐘，最後以

VECTASHIELD®  Mounting Media和指甲油封片。 

 

LipidTox染色 

    將成蟲果蠅眼睛於一倍磷酸鹽緩衝生理鹽水 (PBS) 中解剖分離，於多聚甲

醛 (PBS含 4% paraformaldehyde) 中固定二十分鐘，而後以 PBST緩衝液 (PBS

含 0.05% Triton X-100) 清洗三次，每次十分鐘，在攝氏四度環境下再以含螢光標

定鬼筆環肽 (Alexa Fluor 647® phalloidin;標定 F-actin) 之 PBST 緩衝液 (濃度

1:500) 染色隔夜 (12-16小時)，之後以 1X PBS緩衝液清洗三次，每次十分鐘，

在攝氏四度環境下再以 LipidTOX Deep Red (Thermo Fisher, H34477)(濃度 1:200) 

染色隔夜 (12-16小時)，之後以 1X PBS緩衝液清洗三次，每次十分鐘，最後以

VECTASHIELD®  Mounting Media和指甲油封片。 

 

in vivo 活性氧物種  (ROS) 偵測 - CMH2DCFDA 染色  (modified from 

Owusu-Ansah et al) 

    將成蟲果蠅眼睛於一倍磷酸鹽緩衝生理鹽水 (PBS) 中解剖分離，而後以 10 

uM/30 uM (CMH2DCFDA; ThermoFisher, cat no. D-399) 重組染劑於黑暗中染色

五分鐘，以一倍磷酸鹽緩衝生理食鹽水 (PBS) 清洗三次，每次五分鐘，最後立

刻以 VECTASHIELD®  Mounting Media和指甲油封片，並在染色當天利用共軛焦

顯微鏡擷取影像。 
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共軛焦顯微鏡使用 

顯微鏡型號: Leica TCS SP5 

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

實驗所使用物鏡(Lens): 10X, 20X(oil), 40X(oil) 

影像擷取軟體: LAS AF 

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

 

影像處理(Image processing) 

    影像亮度 (Intensity) 與對比 (Contrast) 調整於Adobe Photoshop CS6軟體中

進行，影像之顏色轉換 (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 免疫染色抗體清單(IHC Antibody List) 

一抗 

抗體名稱 抗原 來源 
染 色 濃

度 

anti-Ifc 
N-CDFPAVPGSRLPEVKR-C 

Ifc胺基酸序列第 264至 278個胺基酸 
實驗室製備 1:200 

Anti-Na
+
/K

+
-A

TPase 
ATPase, (Na (

+
) K(

+
)) alpha subunit DSHB#a5s 1:200 

Alexa Fluor®  

488 Phalloidin 
F-actin 

Life 

Technologies#A123

79 

1:500 

Alexa Fluor®  

647 Phalloidin 
F-actin 

LifeTechnologies 

#A22287 
1:500 



	 	

doi:10.6342/NTU201702435

20 
 

Rab5  Abcam 1:200 

Rab7  實驗室製備 1:100 

Atg8a GABARAP Abcam 1:200 

Anti-Bip  StressMarq 1:200 

Anti-GM130  Abcam 1:200 

Anti-LAMP1  Abcam 1:200 

Anti-Rh1 Rhodopsin DSHB# 4F3 1:200 

Anti-Chaoptin Chaoptin DSHB#24B10 1:200 

Anti-Retinal 

space 

Retinal space (Eyes shut) DSHB#21A6 1:200 

Anti-NECD 

Notch, extracellular domain, EGF repeats 

#12-20 

DSHB#C458.2H 1:200 

Anti-DLG Discs large DSHB# 4F3 1:200 

 

二抗 

抗體名稱 來源 染色濃度 

Anti-rabbit IgG Cy3 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

Anti-rabbit IgG AF647 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

Anti-rabbit 488 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

Anti-mouse 405 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

Anti-mouse 488 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

Anti-mouse 647 Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:500 

 

2.6  群組分析(Clonal analysis) 

    利用果蠅的 FRT-FLP方法(Xu and Rubin 1993)特定於眼睛製作 ifc突變細胞
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群組(mutant clone)。 

ifc-KO突變群組 

1. Cell lethal eye clone: 以 ey-FLP; cell lethal, FRT40A/CyO-GFP 處女果蠅與

ifc-KO, FRT40A/CyO-GFP 公果蠅交 配 。子代選用 ey-FLP; cell lethal, 

FRT40A/ifc-KO, FRT40A。 

2. GMR-myr-mRFP eye clone: 以 ey-FLP; GMR-myr-mRFP, FRT40A處女果蠅與

ifc-KO, FRT40A/CyO-GFP 公果蠅交配。子代選用 ey-FLP; GMR-myr-mRFP, 

FRT40A/ifc-KO, FRT40A。 

 

2.7 果蠅餵食藥劑實驗製備 

將抗氧化劑-AD4 (4mg/mL, Sigma-aldrich) 與鞘氨醇-1-磷酸 (S1P) 拮抗

劑 -fingolimod (4mg/mL, Cayman) 加入正常果蠅食物中使藥劑最終濃度為

40µg/mL。雷帕黴素 (Rapamycin; LC laboratories) 溶於酒精 (EtOH) 並且加入正

常果蠅食物使藥劑最終濃度為 20µM。3-甲基腺嘌呤 (3-MA; Sigma-aldrich) 溶於

水後 (10 mM) 再與蔗糖溶液混合，可得溶液濃度為 8mM 的 3-甲基腺嘌呤 

(3-MA) 與 3.25% 蔗糖溶液，而後將混合溶液加在拭鏡紙 (Kimwipes) 上進行藥

物餵食。將 Apocynin(Sigma-aldrich)溶於 DMSO後加入蔗糖溶液使藥劑最終濃度

為 10 mM/mL，而後將混合溶液加在拭鏡紙上進行藥物餵食。 
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3.1在果蠅視神經失去 ifc造成漸進式活性細胞退化 

    為瞭解 ifc 在生物體內之功能，實驗室利用 CRISPR/Cas9 技術建立 ifc 基因

剔除果蠅，並發現此 ifc基因剔除同型合子果蠅於約二齡幼蟲時死亡，為了確認

ifc-KO在二齡幼蟲時死亡是由於失去 ifc所導致，我們利用全身性表現的 tub-Gal4

過表達 UAS-ifc-cDNA，發現能拯救 ifc-KO 的死亡與發育缺陷，顯示 ifc 對於果

蠅的正常發育扮演重要角色，而後利用不同 Gal4過表達 DEGS1來拯救 ifc-KO，

證明 ifc 在神經上的功能與其人類同源基因 DEGS1 具有演化上的保守性(Jung, 

Liu et al. 2017)。 

    由於具 ifc-KO 等位基因的果蠅其同型合子在二齡幼蟲時即死亡，故為了瞭

解 ifc對於神經發育及神經退化上的調控，我們進行 clonal analysis，特定在異型

合子果蠅的眼睛製作 ifc 同型合子突變細胞 (ifc-KO/ifc-KO) 以瞭解細胞結構之

改變。利用 eyFLP 在眼睛產生 ifc-KO 的同型合子的細胞與 GMR-myr-RFP 標定

之正常細胞，發現照光 10 天之果蠅其眼睛外觀正常，經螢光標記鬼筆環肽 

(phalloidin;標定 F-actin) 及 Na
+
/K

+
 ATPase (標定神經細胞膜) 染色後，以免疫螢

光染色實驗確認其內部之視神經細胞形態，發現失去 ifc之細胞相較於以myr-RFP

標定之控制組細胞有退化的情形(Fig.1A-1A’’)，ifc-KO 細胞其神經細胞膜出現不

規則狀或萎縮之型態，且其桿狀小體數目相較控制組有顯著下降的情形 (Fig. 

1B)，因此推論失去 ifc會導致活性依賴 (activity-dependent) 的神經退化，而因為

eyFLP 作用涵蓋視神經細胞以及周圍少部分神經膠細胞，故需進一步探討 ifc 在

神經細胞與神經膠細胞之功能以及是否為細胞自主性(cell autonomy)。 

 

3.2在果蠅視神經失去 ifc造成脂噬作用增加 

   先前研究得知在神經磷脂質生合成路徑中，Ifc為 Dihydroceramide desaturase

負責將 DHCer轉換為 Cer，實驗室透過與藥學系郭錦樺老師實驗室合作，確認失

去 ifc會導致上游 DHCer堆積以及下游 Cer減少，因此推論 DHCer 堆積可能是
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造成 ifc-KO果蠅視神經細胞退化之原因(Jung, Liu et al. 2017)，目前已知當細胞

內的脂質過多時，細胞會藉由自噬小體吞噬油滴，與溶酶體結合後清除油滴，此

現象稱為脂噬作用(Lipophagy)(Weidberg, Shvets et al. 2009)，為了檢視失去 ifc後，

細胞是否會藉由脂噬作用來清除堆積之脂質，我們利用 clonal analysis，以

GMR-myr-RFP 標定果蠅視神經正常細胞，反之無 RFP 訊號則為 ifc-KO 細胞，

經照光 3天後，利用 LipidTOX標定中性油滴與 Atg8a共染，觀察 LipidTOX與

Atg8a共位(colocalization)之情形(代表脂噬作用)，實驗結果發現，在照光 5天的

實驗條件下，ifc-KO細胞其 LipidTOX與 Atg8a訊號相較於控制組有提升，且兩

者之共位程度亦較控制組高(Fig. 2)，故推論失去 ifc後會誘導果蠅視神經細胞之

脂噬作用提升，但我們沒有觀察到 DHCer-dependent 之脂噬作用，因此失去 ifc

後為何會造成中性脂質堆積亦為未來研究探討之方向。 

 

3.3在果蠅視神經失去 ifc會導致 Rh1堆積在 Atg8a相關胞器 

   已知神經脂質之衡定會調控細胞內膜運輸，且失去 ifc後會導致果蠅視神經產

生活性依賴退化，目前研究指出，視神經活性依賴退化與光傳遞路徑上之特定蛋

白運輸有關，例如 Rh1,Crb等等(Reinke, Krantz et al. 1988, Chinchore, Mitra et al. 

2009, Gurudev, Yuan et al. 2014)，因此我們以 eyFLP產生全視神經剔除 ifc之果蠅

(ifc-KO whole eye clone)，藉由連續照光 3天之刺激，觀察特定蛋白的運輸是否

正常。實驗結果顯示失去 ifc後 Rh1會堆積在 Atg8a標定之胞器內(Fig. 3)，透過

Rh1與 BiP(標定內質網)與 GM130(標定高基氏體)之共染，發現 Rh1並無堆積在

內質網與高基氏體，故我們排除失去 ifc對 Rh1的製造與修飾之影響，且 Rh1亦

無堆積在內溶酶體路徑中，故推論照光會誘導 Rh1 經由內質網生成後運送至高

基氏體修飾，接著送至細胞膜上活化，後經由內吞作用運送至內體與溶酶體融合

進行降解。實驗室先前已證明失去 ifc後會導致細胞自噬作用提升，且此自噬小

體可與溶酶體融合進行降解作用(Jung, Liu et al. 2017)，但失去 ifc後部分 Rh1仍
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堆積在自噬小體中無法順利降解。 

 

3.4在果蠅視神經失去 ifc會造成 Chaoptin堆積，但不影響 Eyes shut 

    為了確定失去 ifc是否只影響 Rh1之運輸，我們觀察了果蠅視神經內其他蛋

白質之表現，目前已知果蠅視神經細胞中，Chp與 Eys參與果蠅視神經細胞的型

態演化(morphogenesis)。Chp表現在視神經細胞內，經由粗糙內質網微粒體膜生

成，運送至 basolateral membrane，與 Crb協助桿狀小體黏附，而 Eys則藉由 stalk 

membranne分泌至 IRS 中，分隔各個桿狀小體，我們在照光 3天後之 ifc-KO果

蠅視神經中觀察到 Chp堆積，但不影響 Eys分佈(Fig. 4)，顯示失去 ifc導致 Rh1

與 Chp運輸失常，但不影響視神經細胞早期發育時 Eys的分泌。 

 

3.5減少 Rh1表現會恢復失去 ifc後產生的漸進式神經退化 

    為了確認 Rh1 堆積造成 ifc-KO 果蠅視神經之活性依賴退化，我們利用 rh1

無性突變(amorphic mutation)來觀察減少 rh1之表現是否能拯救 ifc-KO果蠅在照

光 3 天後所產生的活性依賴退化。實驗結果顯示在 ifc-KO 果蠅中降低 rh1 表現

可以部分恢復因為失去 ifc所造成的桿狀小體數目減少(Fig. 5A-A’,B)與視神經電

位下降之情形(Fig. 5C)，代表降低 rh1表現在形態與功能上皆能部分恢復失去 ifc

所產生的缺陷。綜合以上結果，推論失去 ifc 會影響細胞膜上特定蛋白的運輸，

導致在光刺激下造成 Rh1堆積。 

 

3.6餵食 Apocynin抑制 NOX會恢復 ifc-KO造成的神經退化與降低 ROS 

    實驗室發現在連續照光 3天後 ifc-KO果蠅視神經相較於控制組有 ROS增加

之現象(Jung, Liu et al. 2017)，且利用餵食抗氧化劑 N-乙醯-L-胱氨酸(AD4)可降低

ROS 拯救 ifc-KO 之退化，故推測 ROS 增加為導致 ifc-KO 果蠅視神經活性依賴

退化之原因。已知光會刺激 Rac1 活性  (Balasubramanian and Slepak 2003, 
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Belmonte, Santos et al. 2006)，Rac1活化導致 NOX作用產生 ROS(Sundaresan, Yu 

et al. 1996, Jaffe and Hall 2005)，而為了釐清光照與 ROS增加之關聯性，我們利

用餵食 Apocynin來抑制果蠅的 NOX活性，藉由抑制 NOX作用來觀察 ifc-KO果

蠅之 ROS 是否經由 NOX生成。實驗結果顯示餵食 Apocynin 抑制 NOX 活化可

以部分恢復失去 ifc所產生的視神經電位下降之情形(Fig. 6A-A’)，且 ROS增加之

情形亦被反轉(Fig. 6B-B’)，推論 NOX為 ifc-KO果蠅視神經活性退化中 ROS生

成之主要來源。 

 

3.7果蠅神經膠細胞表現 Ifc-mCherry會出現在視神經細胞 

    實驗室先前利用不同 Gal4過表達 Ifc-mCherry來拯救失去 ifc後產生的致死

性(lethality)，結果顯示在不同組織產生的 Ifc-mCherry會對 ifc-KO之致死性有不

同程度之恢復 (Jung, Liu et al. 2017)，推論不同組織過表達的 Ifc-mCherry可能為

細胞非自主機制(cell non-autonomous activity)故皆可拯救 ifc-KO之致死性，因此

為了確認 Ifc 是否可以在不同組織間運送，我們在以神經膠細胞(repo-Gal4)過表

達 Ifc-mCherry拯救 ifc-KO致死性之果蠅(ifc-KO ; repo>UAS-ifc-mCherry)以及色

素細胞 (rdhB-Gal4)或錐細胞 (spa-Gal4)過表達 Ifc-mCherry 之果蠅中，觀察

Ifc-mCherry 是否會出現在視神經細胞內。結果在視神經細胞內確實偵測到由神

經膠細胞、色素細胞或錐細胞所產生之 Ifc-mCherry訊號(Fig. 7)，顯示 Ifc-mCherry

具有離開製造細胞之能力，因此可能為細胞非自主機制作用蛋白。 

 

3.8 Ifc與內生性 Rab4共位 

    為了解 Ifc 離開製造細胞的運輸機制，我們首先觀察 Ifc 是否會經由再循環

內體運送至細胞膜，已知 Rab4與 Rab11皆參與細胞中再循環內體運輸(Lock and 

Stow 2005, D'Angelo, Matusek et al. 2015)，故我們利用內生性 Rab4-EYFP 或

Rab11-EYFP標定再循環內體，在此兩株果蠅視神經中以免疫螢光染色觀察內生
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性 Ifc是否會與 Rab4-EYFP或 Rab11-EYFP訊號共位，我們發現 Ifc出現在 Rab4

所標定之循環內體而不在 Rab11之再循環內體上(Fig. 8)。 

 

3.9在果蠅三齡幼蟲眼碟細胞外之 Ifc位於 Rab4-EYFP相關之囊泡 

   前人研究指出 Rab4可能位於外吐小體上(Gross, Chaudhary et al. 2012)，而我

們的實驗結果顯示在果蠅視神經細胞中 Ifc 與 Rab4 共存，因此我們在果蠅三齡

幼蟲的眼碟上以不破膜(無界面活性劑)之條件進行免疫螢光染色，並以 Notch 

extracellular domain (NECD)標定細胞膜外區域，觀察 Ifc 是否位於內生性

Rab4-EYFP標定之外吐小體，結果顯示部分 Ifc、Rab4-EYFP與 NECD共位(Fig. 

9)，確認在細胞外 Ifc位於 Rab4標定之外吐小體上。 

 

3.10 Ifc位於 Flo2-EYFP相關之囊泡  

    為了更進一步檢測 Ifc位於外吐小體，我們首先尋找其他外吐小體標誌來觀

察其與 Ifc的共位現象。Flotillin 1/2 (Flo2/1)為 microdomain-associated蛋白，其

人類同源基因為 reggie 2/1，最初在 caveolae 膜上被發現(Bickel, Scherer et al. 

1997)，後來亦在次級內體膜(Fivaz, Vilbois et al. 2002)以及大鼠和人類網狀紅血

球細胞釋出之外吐小體中發現(de Gassart, Geminard et al. 2003)，目前常用來標定

脂筏與外吐小體。我們利用免疫螢光染色觀察 Ifc在 Flo2-EYFP果蠅視神經中是

否共位，結果顯示內生性的 Ifc位於 Flo2-EYFP所標定之 vesicle (Fig. 10A-A’’’)，

且無論是視神經細胞或錐細胞與色素細胞皆有觀察到此共位現象。而為了更確認

此結果，我們利用 tub-Gal4在 Flo2-EYFP果蠅中全身性表達 Ifc-mCherry，實驗

結果顯示過表達之 Ifc-mCherry亦會與 Flo2-EYFP訊號共位(Fig. 10B-B’’’)。 

 

3.11果蠅三齡幼蟲眼碟細胞之 Ifc-mCherry與 mCD8::GFP可離開製造細胞 

    由實驗結果得知，在神經膠細胞、錐細胞與色素細胞過表達 Ifc-mCherry會
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在視神經細胞中偵測到此訊號，且 Ifc 位於 Rab4-EYFP 或 Flo2-EYFP 所標定之

vesicle上。先前研究指出外吐小體富含 ceramide，而抑制 neutral sphingomyelinase

會促使外吐小體釋放減少，顯示 ceramide 可能為外吐小體釋放作用之調控因子

(Trajkovic, Hsu et al. 2008)，因此我們推論過表達 Ifc應會促使外吐小體釋放作用

增加。前人研究建立 Dorsal-Eye Gal4 果蠅株，表現位置在果蠅幼蟲眼碟背側

(Morrison and Halder 2010)，故我們希望以 DE-Gal4過表達 Ifc-mCherry在果蠅眼

碟細胞中建立一個易於觀察外吐作用之系統，在 DE-Gal4過表達 Ifc-mCherry與

mCD8::GFP 後觀察 Ifc-mCherry是否會離開 mCD8::GFP 所標定之製造細胞，並

以 DLG標定細胞邊界(Figure. 6)，結果顯示 Ifc-mCherry會離開 mCD8::GFP所標

定之製造細胞，其距離大約為 6~8 個細胞(Fig. 11)，除此之外，亦觀察到

mCD8::GFP出現在非DE-Gal4表達之區域，顯示在過表達 Ifc-mCherry之背景下，

可能會促使 mCD8::GFP離開其製造細胞。 

 

 

Figure. 6 DE>mCD8::GFP 模式圖，紫紅色虛線左側 mCD8::GFP 區域表示

DE-Gal4 表現區域，箭頭表示 DE-Gal4 未表現區域，我們將觀察 Ifc-mCherry

訊號是否出現在此區域。 
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4.1 ifc為細胞非自主機制及其在神經細胞與神經膠細胞之功能 

    我們利用 eyFLP在果蠅視神經中進行 ifc-KO群組分析，在照光 5天條件下，

我們觀察到 ifc-KO 細胞出現神經細胞膜不規則萎縮及桿狀小體數目減少之型態

退化，而 myr-RFP標定之控制組細胞則無，結果顯示失去 ifc會導致果蠅視神經

活性退化且無法被周圍控制組細胞拯救，我們推測有兩種原因會導致此現象，

(1)Ifc 為細胞自主機制，無法離開製造細胞或遠端調控非製造細胞之蛋白作用

(2)Ifc 為細胞非自主機制，但控制組細胞內生性表現量不夠，無法額外拯救 ifc

基因剔除細胞。但在視神經細胞中觀察到錐細胞或色素細胞過表達之

Ifc-mCherry訊號，且發現 Ifc位於 Rab4相關之外吐小體(exosome)，並在果蠅三

齡幼蟲眼碟上觀察到 Ifc-mCherry及mCD8::GFP離開製造細胞，由以上實驗結果，

推測 ifc可離開製造細胞產生細胞非自主機制之作用，但在 ifc-KO群組分析中，

控制組細胞是否因為內生性表現量不足而無法拯救 ifc-KO 細胞退化則需進一步

實驗釐清。 

    eyFLP作用涵蓋視神經細胞以及周圍少部分神經膠細胞，故需討論 ifc-KO全

感光細胞突變群組活性依賴退化是來自神經細胞或神經膠細胞失去 ifc之緣故。

我們觀察到神經膠細胞、錐細胞與色素細胞過表達之 Ifc-mCherry，會堆積在視

神經細胞外，少部分訊號會進入視神經細胞內，且前人研究指出錐細胞與色素細

胞為分泌型細胞，當其細胞分泌功能失常可能會導致視神經細胞發育不良或死亡，

但詳細機制目前尚須釐清(Cagan 2009)，因此我們無法排除觀察到的視神經活性

退化是起因於神經膠細胞失去 ifc之可能性。 

 

4.2 ifc與細胞膜上的蛋白運輸之調控 

   我們發現在 ifc-KO全感光細胞突變群組中 Rh1與 Chp蛋白堆積，但 Eys分布

則不受影響，且觀察到 Rh1 堆積在自噬小體中。先前研究已知 Rh1,Chp 與 Eys

皆由 ER製造運送至 Golgi修飾，Rh1會被運送至桿狀小體接受光刺激活化後內
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吞至溶酶體或自噬小體降解，而 Chp則被運送至 basolateral membrane調控桿狀

小體型態演化，Eys經由 stalk membrane送至 inter-rhabdomeric space(IRS)分隔小

眼中各個桿狀小體(Iwanami, Nakamura et al. 2016)，少部分 Eys與 stalk membrane

重疊，大部分蛋白則聚集在 IRS(Husain, Pellikka et al. 2006)( Figure. 7)，上述實驗

結果顯示此三種蛋白質的生成不受影響，我們推測失去 ifc之所以造成Rh1與Chp

堆積但不影響 Eys分佈，可能為以下原因：(1)Ifc調控的時期較晚，在果蠅眼睛

發育中，早期可能先分泌 Eys至 IRS後，晚期再運送 Rh1與 Chp至 rhabdomere

與 basolateral membrane，使視神經細胞產生極性與型態演化。(2)失去 Ifc影響膜

的組成，造成穿膜蛋白運輸缺陷，相較於 Rh1與 Chp作用在膜上，Eys大部分位

於 IRS 分隔桿狀小體，故推測較無影響。(3)此三種蛋白的運輸機制不同，失去

Ifc 影響的運輸機制參與 Rh1 內吞後運送之自噬小體與 Chp 運送至 basolateral 

membrane之過程，Eys則藉由另一內體運輸。 

    另外，我們觀察到 Ifc位於 Rab4或 Flo2所標定的外吐小體上，推測失去 ifc

造成 Cer減少可能抑制外吐小體分泌作用，若假說為真，則可能造成所有必須分

泌出去的 cargoes堆在MVBs，連帶影響被內吞進來的 Rh1與 Chp運輸。但受限

於抗體的製造來源皆為老鼠，我們無法將 Na
+
/K

+
 ATPase (標定神經細胞膜)分別

與 Rh1或 Chp共染，確認 Rh1與 Chp堆積在細胞內。 

    在 ifc-KO全感光細胞突變群組顯示活性依賴退化，而先前研究顯示 Rh1 堆

積是造成活性依賴退化的原因之一，在 ifc-KO 全感光細胞突變群組之果蠅中放

入 rh1 null mutant異型合子減少 rh1表現可以使神經細胞免於退化，顯示 Rh1堆

積是造成神經死亡的原因，而前人研究指出失去 chp會導致微絨毛不規則聚集的

形態異常，但無視神經活性依賴退化之現象，但無結果排除 Chp 堆積不會造成

神經死亡，故我們需要進一步檢定 Chp堆積是否為 ifc-KO全感光細胞突變群組

活性依賴退化的原因。 
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adapted from (Nie, Mahato et al. 2014, Iwanami, Nakamura et al. 2016) 

Figure. 7 果蠅視神經細胞內 Rh1,Eys與 Chp之運輸 

 

4.3 失去 ifc產生的活性依賴退化與 Rac1-NOX pathway之關係 

    我們餵食 ifc-KO全感光細胞突變群組之果蠅 Apocynin以抑制 NOX作用，

發現能部分恢復失去 ifc所產生的視神經功能退化與 ROS堆積之情形，顯示NOX

所產生之 ROS 為 ifc-KO 活性退化之原因。先前哺乳類研究發現 Rac1 受光刺激

活化後促使 NOX產生 ROS，而果蠅的視神經細胞中 Crb可透過抑制 Rac1-NOX 

pathway來調控ROS生成，因此我們需要釐清失去 ifc是否會影響Crb蛋白運輸，

造成 Crb失常，進而導致 Rac1-NOX pathway過度活化產生 ROS堆積，或者，ifc

為另一獨立調控 Rac1-NOX pathway的因子。 
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    先前實驗室利用穿透式電子顯微鏡 (TEM) 進行 ifc-KO 成蟲果蠅視神經超

微結構分析，發現給予光刺激 3 天的 ifc-KO 視神經細胞內粒線體並無外觀與結

構上之異常，故推測 ROS堆積並非起因於粒線體缺陷(Jung, Liu et al. 2017)。目

前已知哺乳類中 NOX為穿膜蛋白，且其細胞內作用位置可能依不同細胞型態而

有所差異(Panday, Sahoo et al. 2015)，故尚需實驗確認果蠅視神經中 NOX位置與

排除失去 ifc對粒線體功能之影響。 

 

4.4 ifc與 Rab4調控之外吐小體的關係 

    我們在視神經細胞中偵測到錐細胞或色素細胞產生之 Ifc-mCherry訊號，顯

示 Ifc可以離開製造細胞，且發現細胞外的 Ifc與 Rab4共位，先前果蠅研究證實

Rab4可作為細胞外吐小體之標誌(Gross, Chaudhary et al. 2012)，故我們推測 Ifc

可能藉由 Rab4調控之外吐小體運輸到其他作用細胞，需進一步以實驗證實此假

說。 

    我們以 DE-Gal4 在果蠅三齡幼蟲眼碟背側細胞過表達 Ifc-mCherry 與

mCD8::GFP，發現 Ifc-mCherry與 mCD8::GFP 分別出現在非 DE-Gal4 所表現的

細胞，此結果再次顯示 Ifc 可被運送至其他細胞，且過表達 Ifc 會影響細胞膜上

mCD8::GFP之分泌。先前研究指出，細胞除了分泌細胞外囊泡運送 signaling蛋

白之外，亦可能藉細胞內肌動蛋白絲聚集成束來延伸細胞膜，形成特化的絲狀偽

足構造 cytoneme，由製造細胞直接延伸 cytoneme至接受細胞來運送 signaling蛋

白(Ramirez-Weber and Kornberg 1999)，因為我們以 DLG標定細胞界線，並沒有

觀察到延伸之細胞膜，且 Ifc-mCherry出現在離製造細胞約 6~8個細胞遠，故我

們排除 Ifc-mCherry藉 cytoneme運送之可能 
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第五章  

未來實驗方向 
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5.1探討在視神經細胞或神經膠細胞失去 ifc對果蠅視神經存活之影響 

    在目前的研究中，我們以 eyFLP 製造 ifc-KO 全感光突變群組，並發現此株

果蠅在光刺激下會產生活性依賴退化，但因為 eyFLP 作用範圍涵蓋視神經細胞

與少部份周圍神經膠細胞，因此我們需要探討此退化現象是起因於神經失去 ifc

或是神經膠細胞失去 ifc，釐清 ifc在神經與神經膠細胞中何者較重要，我們會利

用 ey3.5FLP與 repo-FLP分別在視神經與神經膠細胞製造 ifc-KO突變群組，測試

其視神經型態與功能是否出現退化現象。再來，我們想釐清 ifc-KO群組分析中，

控制組細胞是否因為內生性表現量不足而無法拯救 ifc-KO 細胞退化，因此我們

利用 ey3.5FLP 在視神經中建立 ifc-KO 突變群組，在神經膠細胞(如:repo-Gal4、

spa-Gal4)過表達 Ifc-mCherry，預期能拯救失去 ifc後的視神經功能活性退化現象，

並觀察 Ifc-mCherry是否出現在視神經細胞內，以證明周圍細胞可利用細胞非自

主機制來調控過表達的 Ifc-mCherry拯救 ifc-KO視神經細胞活性退化。 

 

5.2探討 ifc與 rab4調控的外吐小體之交互作用 

    我們初步觀察到過表達的 Ifc-mCherry與外吐小體標誌 Rab4或 Flo2共位，

且發現 Ifc-mCherry可以被分泌到細胞外，亦造成 mCD8::GFP離開製造細胞，這

些結果暗示 ifc可能扮演調控視神經細胞外吐作用的角色，當 ifc過表達時，細胞

可能傾向進行外吐作用，我們需要設計實驗證明此假說，首先，我們會以 DE-Gal4

過表達 Ifc-mCherry與外吐小體螢光標誌蛋白(如 Rab4-YFP或 CD63-GFP)，我們

預期在 ifc 過表達的情況下，Rab4-YFP 或 CD63-GFP 的螢光訊號將會出現在非

DE-Gal4 表現的區域，代表 ifc 過表達可促使外吐小體分泌，且 Rab4-YFP 或

CD63-GFP 的螢光訊號相較於未過表達 ifc 的控制組可能會增加。再來，我們想

要探討細胞內 Ifc與 Rab4 是否位於同一個 complex，且 Rab4 的 GTPase 活性是

否影響 Ifc 與 Rab4 的作用，因此將果蠅分成三組，以 elav-Gal4 在神經過表達
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Rab4-WT-YFP、Rab4-CA-YFP 與 Rab4-DN-YFP，取果蠅頭部以免疫沉澱法

(Immunoprecipitation, IP)分析 Ifc 與 Rab4 之作用機制。最後，我們會製造

ifc-KO,rab4-KO之果蠅株，利用 ey3.5FLP產生全感光突變群組，若同時失去 ifc

與 rab4 會使原先觀察到的 ifc-KO 視神經活性依賴退化加劇，則我們推測 ifc 與

rab4有交互作用。 

 

5.3探討 ifc對果蠅視神經中外吐小體生成與分泌的調控 

ifc是否影響多泡體生成外吐小體 

    外吐小體的起源來自多泡體生成的管腔內囊泡，目前已知多泡體生成管腔內

囊泡的機制分為 ESCRT 調控與 ceramide調控，以下簡述兩者機制： 

(1)ESCRT 調控(Henne, Buchkovich et al. 2011) 

高基氏體修飾後的蛋白質或細胞膜上的蛋白質(例如: activated growth factor 

receptors)經內吞後其 cytosolic domains會被接上泛素(ubiquitin)，泛素化的蛋白質

在內體或多泡體被 ESCRT0 complexes辨認，聚集在 microdomains後與 ESCRTI 

complexes結合，並召集 ESCRTII subunits，啟動內體或多泡體膜內陷，此時除了

位在 microdomains 上的蛋白質，細胞質內的 RNAs 與其他蛋白質亦會一起進入

內陷的膜內腔，ESCRTIII subunits被召集至此並負責切斷內陷的膜形成管腔內囊

泡，最後藉由 class I AAA (ATPase associated with various cellular activities) ATPase 

Vps4水解 ATP提供能量使 ESCRTIII complexes拆解回到細胞內再循環。 

(2)ceramide調控 

部分蛋白質(例如: proteolipid protein ,PLP)位於 raft-based microdomains，此區域的

特性為富含許多神經脂質，當 Neutral sphingomyelinases產生的 ceramide含量增

加時被認為可引起 microdomains 膜內陷，產生管腔內囊泡，但此機制目前仍待

詳細研究。 

    我們預期過表達 Ifc 會刺激外吐小體釋放，但不確定 Ifc 影響的是外吐小體
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的生成或是促進多泡體與細胞膜的融合等，為了釐清 Ifc過表達是否影響多泡體

內管腔內囊泡的生成，已知 Rab5-Q79L (Rab5-CA)突變會導致巨大內體生成以利

觀察多泡體內的管腔內囊泡數目(Stenmark, Parton et al. 1994, Wegner, Malerod et 

al. 2010)，我們會在果蠅視神經同時過表達 Rab5-CA、Ifc-mCherry與 CD63-GFP，

觀察 Rab5所標定的內體內 CD63-GFP的訊號其型態與螢光強度是否有差異，若

有，未來亦可將此果蠅以穿透式電子顯微鏡進行超微分析。 

    若過表達 Ifc 會造成多泡體之管腔內囊泡生成增加，顯示 Ifc 參與調控外吐

小體的生成，則我們想探討 Ifc 的調控是否為 ESCRT dependent 機制，故在

DE-Gal4過表達 Ifc-mCherry的系統上，分別以 RNAi技術降低 ESCRT pathway

上的各個作用蛋白，如：HRS (ESCRT0)、TSG101 (ESCRTI)、VPS36 (ESCRTII)、 

Snf7 (ESCRTIII)與 VPS4，若降低上述蛋白質的表現量會造成 Ifc-mCherry無法被

運送至非 DE-Gal4表現區域，則代表 Ifc受 ESCRT dependent機制影響，反之則

可排除 ESCRT對 Ifc所調控的外吐小體釋放機制之影響。 

 

ifc是否影響自噬作用與外吐小體分泌 

    多泡體生成後會走向分泌或降解路徑，當多泡體與細胞膜融合後藉分泌路徑

將外吐小體釋放到細胞外，或者將管腔內囊泡釋放至細胞質中與溶酶體融合進行

降解作用。 

    實驗室先前研究發現 ifc-KO 同型合子幼蟲中細胞自噬作用相關基因

(autophagy related genes)表現量顯著增加，而我們亦觀察到失去 ifc後視神經細胞

內脂噬作用提升，因此我們推論失去 ifc會促使細胞自噬作用增加，而我們想探

討此自噬作用提升是否會抑制細胞內外吐小體釋放，故我們會在 ifc-KO 全感光

突變群組過表達 CD63-GFP或 Rab4-YFP，預期實驗組中 CD63-GFP或 Rab4-YFP

的螢光訊號與強度應該較控制組少，我們希望建立 DEGS1-KO 細胞株，透過收

集 medium來分析外吐小體是否因失去 DEGS1而減少。 
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5.4 ifc是否影響 lipid raft上之 Flo2蛋白造成細胞膜內運輸與內吞作用失常 

    Flotillin 1/2 (Flo2/1)位於富含固醇與神經脂質的 lipid raft上，目前已知 Flo2

會調控內吞作用(Meister and Tikkanen 2014)，而實驗室先前研究已證明失去 ifc

影響了各神經脂質在細胞內的比例(Jung, Liu et al. 2017)，我觀察到 ifc-KO細胞

中有 Rh1、Chp與中性油滴堆積，且視神經細胞中 Ifc與 Flo2共位，因此未來想

要探討探討失去 ifc是否影響 lipid raft上 Flo2所調控的內吞作用而造成細胞內特

殊 cargo堆積，我們向廣島大學的 Dr. Satoh實驗室尋求自製的 Rh1抗體，取得

抗體後我們會將 Rh1與 Na
+
/K

+
 ATPase共染，觀察失去 ifc後堆積的 Rh1位於視

細胞內或外。再來，我們會分離 ifc-KO同型合子幼蟲中之 lipid raft並分析 Flo2

蛋白質的表現量，預期實驗組的表現量會較控制組增加，再來，我們希望在 ifc-KO

全感光突變群組中以 flo2 無性突變減少 Flo2 表現量，觀察 Rh1、Chp 與中性油

滴堆積是否因此減少，以及是否能恢復視神經型態與功能退化，若能成功恢復堆

積與退化現象，則顯示失去 ifc影響了 Flo2所參與的內膜運輸作用。 
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第六章  

實驗圖表 
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Fig. 1 在果蠅視神經失去 ifc造成漸進式活性細胞退化 

以 eyFLP產生之 ifc-KO感光細胞突變群組分析。(A)(A’)(A’’) 果蠅視神經細胞以

mRFP標定控制組細胞，ifc-KO同型合子細胞則無螢光訊號，鬼筆環肽 (phalloidin) 

標定桿狀小體(綠色)，Na
+
/K

+
 ATPase標定神經細胞膜(紫紅色)。將眼睛為 ifc-KO

感光細胞突變群組之果蠅照光 10天，發現 ifc-KO同型合子細胞相較於控制組細

胞，其視神經細胞型態有明顯退化的情形。 (B) 果蠅視神經細胞桿狀小體量化

圖。 

比例尺：10 µm 
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Fig. 2 在果蠅視神經失去 ifc造成脂噬作用增加 

以 eyFLP產生之 ifc-KO感光細胞突變群組照光 5天。 (A) Atg8a抗體染色標記細

胞自噬小體(紅色)。(A’) LipidTOX標定桿狀小體與中性油滴(綠色)。(A’’)箭號表

示視神經細胞內脂噬作用(Atg8a與 LipidTOX訊號共位)。 

比例尺: 10 µm。 
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Fig. 3 在果蠅視神經失去 ifc會造成 Rh1堆積在 Atg8a相關胞器 

以 eyFLP 在果蠅眼睛細胞產生同型合子 ifc-KO的細胞，照光 3天後分別以抗體

BiP(內質網，紅色)、GM130(高基氏體，紅色)、Rab5 (初級內體，紅色) 及 Rab7 

(次級內體/溶酶體，紅色)、Atg8a(自噬小體，紅色)與 Rh1 抗體共染 (綠色)。

(A)(B)(C)(D)(E)(F) 控制組。(A’)(B’)(C’)(D’)(E’)(F’) ifc-KO同型合子細胞。箭號

表示 Rh1與 Atg8a共位。 

比例尺：5 µm 
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Fig. 4 在果蠅視神經失去 ifc會造 Chaoptin堆積，但不影響 Eyes shut 

eyFLP產生之 ifc-KO感光細胞突變群組照光 3天，以免疫螢光染色觀察桿狀小體

(phalloidin,藍色)、Chaoptin(綠色)與 Eyes shut(綠色)。(A)(A’)(A’’)以 ifc-KO 異型

合子果蠅作為控制組，觀察桿狀小體與 Chaoptin蛋白。(B)(B’)(B’’)ifc-KO感光細

胞突變群組，觀察桿狀小體與 Chaoptin 蛋白。(C)(C’)(C’’)以 ifc-KO 異型合子果

蠅作為控制組，觀察桿狀小體與 Eyes shut蛋白。(D)(D’)(D’’)ifc-KO感光細胞突

變群組，觀察桿狀小體與 Eyes shut蛋白。箭號表示 Chaoptin堆積。 

比例尺：5 µm 
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Fig. 5 減少 Rh1表現會恢復失去 ifc後產生的漸進式神經退化 

在 eyFLP產生之 ifc-KO感光細胞突變群組中以 rh1無性突變減少 Rh1表現量，

照光 10天後以鬼筆環肽 (phalloidin) 標定桿狀小體(綠色)，Na
+
/K

+
 ATPase標定

神經細胞膜(紫紅色)。(A)控制組：ifc-KO感光細胞突變群組。(A’)實驗組： ifc-KO

感光細胞突變群組＋rh1無性突變異型合子之視神經細胞。(B)果蠅視神經細胞桿

狀小體量化圖。(C) ERG視神經細胞電位量化圖。 

比例尺：10 µm 
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Fig. 6 餵食 Apocynin 抑制 NOX 會恢復 ifc-KO 產生的漸進式神經退化與降低

ROS 

以 eyFLP 產生之 ifc-KO 感光細胞突變群組，餵食 Apocynin 並照光 3 天，以

CM-H2DCFDA (綠色)偵測 ROS。(A) ifc-KO感光細胞突變群組之視神經電位紀錄 

(electroretinogram)。(B) ERG視神經細胞電位量化圖。(C) CM-H2DCFDAERG螢

光訊號量化圖。(D) (D’) (D’’) (D’’’) CM-H2DCFDAERG螢光訊號。 

比例尺：10 µm 
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Fig. 7果蠅神經膠細胞表現 Ifc-mCherry會出現在視神經細胞 

在不同組織過表達 Ifc-mCherry後偵測其訊號位置。以mCD8::GFP標定表現細胞，

鬼筆環肽 (phalloidin) 標定桿狀小體(青色)，Na
+
/K

+
 ATPase 標定神經細胞膜(藍

色)。(A)(A’)(A’’)(A’’’) ifc-KO 同型合子以神經膠細胞過表達 Ifc-mCherry 拯救

lethality 之果蠅視神經。 (B)(B’)(B’’)(B’’’)以 rdhB-Gal4 在色素細胞過表達

Ifc-mCherry 之果蠅視神經。 (C)(C’)(C’’)(C’’’) 以 spa-Gal4 在錐細胞過表達

Ifc-mCherry之果蠅視神經。 

(A”)(B’’)(C’’)(D”) 比例尺：10 µm 

(A’”)(B’’’)(C’’’)(D”’) 比例尺：2 µm 
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Fig. 8 Ifc與內生性 Rab4共位 

在不同再循環小體相關之內生性 Rab-EYFP上以免役組織螢光染色觀察 Ifc其訊

號位置。鬼筆環肽 (phalloidin) 標定桿狀小體(青色)，Ifc(紅色)。(A)(A’)(A’’)內生

性 Rab4-EYFP與 Ifc之表現位置。(B)(B’)(B’’)內生性 Rab11-EYFP與 Ifc之表現

位置。箭號指示 Rab4-EYFP與 Ifc共位。 

比例尺：10 µm 
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Fig. 9果蠅三齡幼蟲眼碟細胞外之 Ifc位於 Rab4-EYFP相關之囊泡 

在內生性Rab4-EYFP果蠅發育中的眼碟細胞中，以PBS條件染色(不破膜)，NECD

標定細胞外區域，觀察細胞外之 Ifc與 Rab4-EYFP之共位現象。(A)細胞外之 Ifc

訊號。(B)內生性之 Rab4-EYFP 訊號(經套色處理成紅色)。(C)NECD 訊號。(D)

前述三者訊號疊圖。箭號表示細胞外位於 Rab4-EYFP相關囊泡之 Ifc。 

比例尺：3 µm 
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Fig. 10 Ifc位於 Flo2-YFP相關之囊泡 

(A)(A’)(A’’)(A”’)在內生性 Flo2-YFP果蠅之視神經細胞中，以免疫螢光染色觀察

Ifc與 Flo2訊號共位現象。(B)(B’)(B”)(B’”)在內生性 Flo2-YFP果蠅之視神經細胞

中，以 tub-Gal4 全身性過表達 Ifc-mCherry，觀察 Ifc-mCherry 與 Flo2 訊號共位

現象。箭號表示 Flo2與 Ifc訊號共位。 

比例尺：10 µm 
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Fig. 11果蠅三齡幼蟲眼碟細胞外之 Ifc-mCherry與mCD8::GFP可離開表現細胞 

在果蠅幼蟲眼碟背側表現 Ifc-mCherry與mCD8::GFP，以PBS條件染色(不破膜)，

DLG標定細胞邊界，觀察 Ifc-mCherry與 mCD8::GFP離開製造細胞之現象。(A)

細胞外之 Ifc訊號。(B)內生性之 Rab4-EYFP訊號(經套色處理成紅色)。(C)NECD

訊號。(D)前述三者訊號疊圖。箭頭表示細胞外位於 Rab4-EYFP相關囊泡之 Ifc。

箭號表示離開製造細胞之 Ifc-mCherry與 mCD8::GFP(共位)，箭頭表示離開製造

細胞之 Ifc-mCherry與 mCD8::GFP(非共位)。 

比例尺：3 µm 
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