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摘要 

Naa10p (N-alpha-acetyltransferase 10 protein) 突變患者多半有智力障礙的問題，如:奧格登症

候群患者常有早夭、腦萎縮及其他發育問題。Naa10p 是一種 N-α-乙醯轉移酶，負責新生肽

鏈 N-α-乙醯化。人體中約有 80% 的蛋白質經乙醯化修飾，其中 46% 為  NatA 複合體執行，

而 Naa10p 即是 NatA 中執行乙醯化的蛋白酶。先前研究顯示 Naa10p 會影響神經發育，但對

Naa10p 影響神經發育的機制並不清楚。本研究利用 CRISPR/Cas9 製作 Naa10p 的小鼠胚胎幹細

胞(mESC)突變株，觀察突變株細胞分裂速率與分化型態的差異，並分析胚胎發育過程 Naa10p

以及相關基因的表現。 

本研究結果證明特定 Naa10p 突變會加快 mESC 生長，使其分化為神經母細胞的異常。而

其中 V111G 突變株的 Naa10p 無法和 HYPK 結合，且突變 S37P 及 R116W 使 Naa10p 與 Naa15p

的結合降低，推論此結果可能造成 NatA 無法正常形成，並改變其與核糖體蛋白的親和力，影

響蛋白質乙醯化。目前我們發現突變株中，與細胞分化相關的基因:Oct4、Pax6 皆表現異常。

以上結果可能可以初步解釋 Naa10p 突變造成人類疾病的機制。 

Abstact 

Most of the patients with Naa10p (N-alpha-acetyltransferase 10 protein) mutations have mental 

retardation problems. For instance, Ogden syndrome leads babies to early death, cerebral atrophy and 

other developmental problems. Naa10p, one of the catalytic subunits of N-acetyltransferase A complex 

(NatA complex), is in charge of the execution of N-α-acetylation on peptide chain. About 80% of 

protein in human body needs N-α-acetylated modified, and NatA complex is responsible for acetylating 

46% of the protein in them. Previous studies have shown that Naa10p affects neuronal development. 

However, the mechanism by which Naa10p affects neurodevelopment is still unclear. 

In this study, we use CRISPR/Cas9 to make Naa10p mouse embryonic stem cell mutants, and 

observe the cell division rate and differentiation pattern of mutant cells. 

Our study shows peculiar types of mutations speed up embryonic stem cell growth, and cause 

abnormality when embryonic stem cells are differentiated to neural stem cells. Besides, Naa10p 

mutations affect the combination of NatA complex, and change its affinity with ribosomal protein that 

may also affect the expression of growth genes and neural development genes (Oct4, Pax6) in embryonic 

stem cells. These results may be a preliminary explanation of the mechanism by which the Naa10p 

mutation causes human disease.  
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壹、 研究動機與背景 

一、研究動機與背景 

在不改變 DNA 序列的前提下，通過某些機制引起可遺傳的基因表達或細胞表現型

的變化，稱之為表觀遺傳(epigenetics)。表觀遺傳主要透過甲基化、乙醯化等方式加工在

DNA 或蛋白質上，和癌症、細胞分化、腦部疾病等問題有著極大的關聯。N 末端乙醯

化是一種表觀遺傳修飾手法，其可作為共轉譯修飾(Co-translational modification)或轉譯後

修飾 (Post-translational modification)的一種加工方法。共轉譯修飾指的是轉譯時，多肽鏈

從核糖體釋放之前，改變多肽鏈中一個或多個胺基酸修飾的過程。真核生物中約有 80%

的蛋白質經過乙醯化這項加工，並且有 38%是由 NatA 複合體負責(N-terminal 

acetyltransferase complex A)(Drazic A, Myklebust LM, Ree R, &Arnesen T. 2016)。 

  

 NatA 複合體和核糖體結合示意圖（Aksnes H, 2016） 

NatA 複合體(圖一)共包含了三個次單元(subunit)：Naa10p(N-alpha-acetyltransferase 10 

protein)、Naa15p、HYPK(huntingtin interacting protein K)。NatA 複合體能夠與核糖體的大

次單元結合，其中，Naa10p 執行目標蛋白質的乙醯化加工，能夠在新生多肽鏈的絲胺

酸（serine）、丙胺酸（alanine）、酪胺酸（threonine）、半胱胺酸（cysteine）或纈胺酸

（valine）末端接上乙醯基；Naa15p 以環狀的方式包圍 Naa10p，改變 Naa10p 催化位點的

構型，使多肽鏈進入相關催化位置，並作為最主要的核糖體錨定次單元；HYPK 能夠抑

制 Naa10p 的催化活性，也有人推測 HYPK 會在 NatA 與核糖體互動時發揮功能；Naa50p

目前已知不影響 Naa10p 活性，但能夠穩定 NatA 與核糖體結合時的結構。Naa10p 和

Naa15p 在真核生物之中保守演化，而 HYPK 只有在高等動物才會出現在 NatA 複合體
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中。目前 NatA 各個次單元的功能尚未完全釐清，但數個 NatA 次單元被發現在癌症之中

過度表現，也和神經發育與人類疾病有密切關聯。 

而在人體 Naa10p 變異的病例之中，普遍都有智力障礙、發育遲緩等問題(Myklebust 

LM, Støve SI, &Arnesen T,2015)。目前臨床發現的 Naa10p 突變有以下幾種： 

簡稱 臨床症狀 參考資料 

S37P 嬰兒時期死亡、肌張力低下、發育遲緩、皮膚鬆弛、

畸形、腦萎縮與發育不全 

Myklebust LM,2015 

T43S 智力障礙、面部畸形、脊柱側凸 Casey JP,2015 

I72T 肥厚性心肌病、發育遲緩、智能障礙 Svein Isungset 

Støve,2018 

R83C 中度到嚴重的智力及發育障礙、海馬迴發育不全 Sidhu M,2017 

V107F 嚴重的發育障礙，身材矮小、小頭畸形 Popp B,2015 

V111G 中度智力障礙、語言發育遲緩 McTiernan N,2018 

R116W 嚴重發育遲緩、行為異常、骨骼異常、嚴重智力殘疾 Popp B,2015 

F128I 智力及發育障礙、餵養困難、出生後小頭畸形 Saunier C, 2016 

F128L 嚴重的發育障礙、餵養困難、嬰兒時期腦室擴大 Saunier C, 2016 

表(一)、 Naa10p 突變整理 

在上述的 Naa10p 變異病例中，最為嚴重是 Naa10p S37P 突變。這是 Naa10p 突變中

第一個發現的病例，在猶他州的奧格登被確定，因此這種突變暫時被命名為奧格登症候

群(Ogden Syndrome)。這是一種 N-α-乙醯轉移酶缺陷症（N-terminal alpha acetyltransferase 

deficiency , NATD），也是與Ｘ染色體突變相關的遺傳性疾病，因此得病的幾乎都是男

生。症狀包含老化的外觀、發育遲緩以及智能障礙，且患者皆無法活過一歲半。其他

Naa10p 變異的病例症狀雖不盡相同，卻皆有智能障礙及發育遲緩的問題。 

目前研究表明，Naa10p 會在胚胎發育期間以及成熟後的大腦大量表現。為了找出

Naa10p 在神經發育過程扮演的角色，必須先釐清 NatA 複合體與神經形成

（Neurogenesis）之間的關聯。在胚胎幹細胞分化成神經期間，會經歷階段性的轉變(圖
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二)。

 

 神經分化的過程（Abranches E ,2009） 

胚胎幹細胞首先攤平，成為類似外胚層的細胞群，再漸漸轉換為神經上皮細胞

（neuroepithelial progenitors cell），神經上皮細胞會形成蓮花狀的結構，它被稱作神經花

環（Rosettes）。神經上皮細胞會集中在神經花環的中心區域附近，同時不斷進行細胞

分裂，外圍則是新生的神經母細胞（Neural progenitors），不過神經花環的神經原性潛力

會隨著時間的推移而降低。神經母細胞能繼續分化成放射狀膠質細胞（Radial glial 

cell），負責形成大腦之中的所有神經元。 

而在神經發育的過程中，Naa10p 表現量降低會造成樹突長度降低 42%(Noriaki 

Ohkawa,2008)；HYPK 表現量上升被發現和摺疊的變性蛋白質增加相關，而 HYPK 表現

量下降，與進入細胞週期 S 期的細胞數量減少相關(Claude Beaudoin,2012)；Naa15p 則和

智力障礙在數據統計上有顯著相關(Holly A. F. Stessman,2017)(Hanyin Cheng,2018)。同時，

蛋白質乙醯化也是生物發育及神經元發育的重要反應，例如細胞中穩定微管的形成，主

要和 α-微管蛋白乙醯化加工相關(Noriaki Ohkawa,2008)。 

然而至今為止，Naa10p 影響神經發育的作用途徑仍然不清楚，因此本實驗希望能

藉由比較不同 Naa10p 突變株在神經發育過程之間的差異，找出 Naa10p 在神經發育過程

扮演的角色，進而釐清 Naa10p 如何影響智力及神經系統的發育。 
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二、問題架構圖 

 

 問題架構圖 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

貳、 研究目的 

一、利用 CRISPR/Cas9 技術做出 Naa10p 突變株 

二、探討 Naa10p 突變對細胞生長速率產生的影響 

三、探討 Naa10p 突變對神經分化型態的影響 

四、以免疫共沈澱法探討 Naa10p 影響神經發育的可能機制 

五、探討 Naa10p 突變是否會影響神經發育相關基因表現 
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參、 研究設備與材料 

一、 細胞培養 

(一) 細胞株 

本研究採用的細胞株為小鼠胚胎幹細胞 （mouse embryonic stem cell, mES 

cell），是從已發育 3.5 天的小鼠囊胚的內細胞團取出（由實驗室提供），mES cell

屬於貼附型細胞，培養於 ES 培養液中。 

在質體切割效率實驗中選用 HT22 細胞株，HT22 為老鼠的海馬迴細胞，轉染效

果較 mES cell 佳，因此選用此細胞當作實驗對象。 

(二) 培養液 

DMEM (ThermoFisher)、N2、Neurobasal medium、B27、Leukemia Inhibitory 

Factor、分化抑制劑（CHIR99021、PD0325901） 

(三) 其他 

Trypsin ETBA、PBS、Coating gelatin (in PBS) 

二、CRISPR/Cas9 系統的建構 

(一) 質體:PX458 

(二) HDR (Homology-directed repair) DNA 序列 

1.V111A HDR： 

CGGCGCCTTGGCCTGGCTCAGAAGCTGATGGACCAGGCCTCTCGAGCCATG

ATAGAGAACTTCAATGCCAAATACGTCTCCCTGCATGCCAGAAAGAGGTGGA

AGCCAAGTTGGGGGAAAGGGCAATGCTGGGAAGTGGGGAGGAAGGGGTAC

CCGATTG 

2.V111G HDR: 

CAGAAGCTGATGGACCAGGCCTCTCGAGCCATGATAGAGAACTTCAATGCCA

AATACGTCTCCCTGCATGGCAGAAAGAGGTGGAAGCCAAGTTGGGGGAAAG

GGCAATGCTGGGAAGTGGGGAGGAAGGGGTACCCGATTGATA 

3.I72T HDR： 

TGGCACCCATGCCAGGCTCCTTTCTAGCTTTCTCTTCTAGGGAAGAGGACCC

AGACGATGTGCCCCATGGACATACCACCTCACTGGTGAGTATAACTACTGAG

GGTTTGGTAGAGGTAGACTGGAGATAATTGAAGGAGCCACAGTGGTC 

（註：與原序列不同之處以橘色底表示） 
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(三) 細菌轉型 

使用 high efficiency 勝任細胞（以氯化鈣以及冷凍離心機處理過的大腸桿菌） 

(四) 轉染 

使用 Thermo Fisher Lipofectamine® 3000 與 P3000™進行轉染。 

三、Cas9 蛋白切割功能測定 

Surveyor® Mutation Detection Kit（Surveyor Nuclease S、Surveyor Enhancer S、0.15 M 

MgCl2 Solution、Stop Solution、Control C、Control G） 

四、細胞速率實驗 

Dojindo Cell Counting Kit-8 

五、免疫共沈澱法以及西方墨點法 

Transfer buffer、積層凝膠（resolving gel）、解析凝膠（stacking gel）、TBS-T (Tris 

buffer sailing tween 20)、blocking buffer(5%的脫脂牛奶溶液，以 TBS-T 作為溶劑) 

六、銀染 

ProteoSilver™ Plus Silver Stain Kit (Fixing solution、Ethanol、ProteoSilver Sensitizer、

ProteoSilver Sliver ProteoSilver、ProteoSilver Developer、Stop solution) 

 

七、神經發育相關基因表現量的測試 

RNeare Mini Kit (RW1 buffer、RPE buffer、gDNA column) High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit(Oligo dT、dNTP、DTT、Reverse-transcriptase) 
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肆、 研究方法與過程 

一、研究架構圖 

 

 研究架構圖 

二、培養液的配置 

(一) mES 培養液 

以 200：1 的比例混合 DMEM 和 N2，再以 200：1 的比例混合 Neurobasal medium

和 B27，將兩罐溶液混合，配置成 N2B27，然後加入白血球抑制因子（Leukemia 

Inhibitory Factor）和 2 種分化抑制劑（CHIR99021、PD0325901）。 

(二) 神經母細胞（neural stem cell, NSC）誘導培養液 

在 N2B27 中加入 ß-mercaptoethanol 0.1 mM 及 L-glutamine 2 mM。 
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三、細胞株及細胞培養 

(一) mES cell 

吸除細胞上方的舊培養液，以 10ml 的 PBS 輕輕清洗貼附在底部的細胞，洗掉

殘餘的培養基，然後將 PBS 吸除，加入 1ml 的胰蛋白酶 （trypsin），放入培養箱

等待 3.5 分鐘，使細胞懸浮。加入 10ml DMEM 中和 trypsin，將培養皿中的液體移至

離心管，離心（150rpm ,5mins）後抽掉上清液，加入 1ml 的 ES 培養液沖散細胞，再

滴入事先裝好 ES 培養液的 10cm 培養盤中。細胞培養於 37℃、5%二氧化碳的恆溫培

養箱中。 

(二) HT22 

吸除細胞上方的舊培養液，以 10ml 的 PBS 輕輕清洗貼附在底部的細胞，洗

掉殘餘的培養基，然後將 PBS 吸除，加入 1ml 的胰蛋白酶 （trypsin），放入培養

箱等待 2-3 分鐘，使細胞懸浮。加入 10ml DMEM 中和 trypsin，將培養皿中的液體

移至離心管，離心（150rpm ,3mins）後抽掉上清液，加入 1ml 的 DMEM 沖散細胞，

再滴入事先裝好 DMEM 的 10cm 培養盤中。細胞培養於 37℃、5%二氧化碳的恆溫

培養箱中。 

四、CRISPR/Cas9 系統的建構 

本實驗將利用 CRISPR/Cas9 技術做出 V11G、V111A、I72T 突變株；另外實驗選用 2

株臨床症狀最嚴重的 Naa10p 突變株，分別為 S37P、R116W，此兩株細胞由實驗室提

供。 

(一) 設計 sgRNA 的 DNA 序列 

此實驗使用 EGFP mNaa10_S37P 質體作為修改模板，質體上的 Cas9 序列可以製

作出和 sgRNA 結合的 Cas9 蛋白；AmpR 序列可以幫助得到質體的細菌不被抗生素殺

死，有助於分辨質體是否進入細菌；EGFP 序列則有利之後流式細胞儀的篩選。 
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首先設計製作 sgRNA 的 DNA 序列的引子，序列如下： 

引子名 序列 

V111Gp_R GACATGCAGGGAGACGTATT GGTGTTTCGTCCTTTCCACA 

V111Gt_F AATACGTCTCCCTGCATGTC GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

I72Tp_R GTGAGGTGATATGTCCATGG GGTGTTTCGTCCTTTCCACA 

I72Tt_F CCATGGACATATCACCTCAC GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

p_F AGTTTCTAGAGAGGGCCTATTTCCCATGAT 

t_R TTTTGGTACCAAAAAAGCACCGACTCGGTG 

表(二)、 使用引子表 （紅字部分為限制酶切，TCTAGA 為 XbaI 的限制酶切位、

GGTACC 為 KpnI 的限制酶切位，藍字部分為基因靶點） 

 

 

 

 sgRNA 替換序列示意圖 

此實驗所需的 sgRNA 分為啟動子序列、crRNA 序列以及 tracrRNA 序列三部分，

而試驗室目前既有質體中的 crRNA 和本實驗所需的序列不同，藉由訂製不同位置的

引子，可以將其製作成此實驗所需的序列。 

首先，在啟動子的頂端引子（p_F）和 tracrRNA 的尾端引子（t_R）加上之後要

用的限制酶切位，在啟動子的頂端引子（V111Gp_F/ I72Tp_F）和尾端引子（V111Gp_R/ 

I72Tp_R）加上基因靶點 crRNA 的 DNA 序列（表二）。接著，經過兩次 PCR，crRNA

的 DNA 序列互補部分能夠使第一次和第二次的 PCR 產物結合，再運用啟動子的頂

啟動子序列  tracrRNA 序列 

第一次 PCR 

第二次 PCR 

p_F 

V111Gp_R/I72Tp_R t_R 

V111Gp_F/I72Tp_F 

第三次 PCR p_F t_R 

crRNA

序列 

 
sgRNA 
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端引子（p_F）和 tracrRNA 的尾端引子（t_R），第三次的 PCR 便可以得到實驗所需

的 sgRNA 的 DNA 序列（圖五）。 

(二) 將 DNA 序列植入質體 

  

 EGFP mNaa10_S37P 質體 

利用 DNA 限制酶（XbaI、KpnI）把 sgRNA 和質體剪開後，在 9 µl 的水中把質體

和 sgRNA 以數量 1：3 的比例混和，加入 1 µl 的 DNA 連接酶，將 sgRNA 植入質體

PX458（圖六）。 

(三) 細菌轉形（transformation） 

將製作 sgRNA 的 DNA 序列鑲嵌於質體之後，將質體送入細菌中複製，以取得

更大量的質體存放。此實驗使用的細菌為勝任細胞，將質體送入細胞後，待勝任細

胞增殖至足夠數量，以牙籤挑起細菌株，將細菌輕劃在培養基上，並將部分細菌拿

去 PCR。利用 p_F 及 t_R 這兩種引子 PCR，可將 sgRNA 的基因序列放大後確認 DNA

長度，以確保嵌入質體的 DNA 序列是否正確。而劃在培養基上的細菌放置約 12 小

時，比對 PCR 結果將正確的細菌放入培養液大量複製，再經過 12 小時後萃取細菌

中質體，將質體保存於-25℃的冰櫃中。 
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(四) Cas9 蛋白切割功能測定 

此實驗將質體轉染至 HT22 細胞株中，等待兩天使 Cas9 蛋白作用於 DNA 上，

從細胞中萃取出 DNA 後拿去 PCR 並純化，由於切割後重新修補的 DNA 有可能發

生缺失情況，此時 DNA 中會有不同長短的 DNA。首先，取濃度 50ng/µl 的 PCR 純

化產物 10µl，加入 0.3µl 的 2M KCl，依照規定溫度降溫（表三），使 DNA 重新配

對（有機率將不同的長度 DNA 配對），接著加入 MgCl2（濃度 0.15M） 1.3µl、

Surveyor Enhancer S 1 µL、Surveyor Nuclease S 1 µL，Surveyor S 會將不同長度的 DNA

配對切斷，放入 42℃的恆溫槽等待 1 小時，最後加入 stop solution 1.3µl，進行膠體

電泳後可透過 DNA 長度差別判斷質體中的 Cas9 蛋白是否具有切割功能。 

 

表(三)、 DNA 重新配對之溫度變化 

(五) 將質體及 HDR-DNA 轉染至 mES cell 

本實驗使用微脂粒（liposome）進行轉染，此技術是以帶正電的微脂粒將帶負電

的DNA包裹起來，形成DNA-陽離子脂質體複合體，從而吸附到帶負電的細胞膜表面，

經過內吞被導入細胞。 

在轉染前，需先將要轉染的細胞培養液換成DMEM+LIF （10000:1）。取兩個1.5 

ml離心管，第一管之中加入OMEM 250 µl 稀釋Lipofectamine® 3000 10 µl，第二管加入

OMEM 250μl、質體5 µg、HDR-DNA 5 µg、WT-100™ 5 µl，將兩管均勻混和後靜置在

室溫20分鐘，接著將其滴入細胞培養皿中，靜置於37℃恆溫培養箱中一天。 
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(六) 利用流式細胞儀篩選 mES cell 

細胞培養皿上的 mES cell移置離心管中，離心（150rpm ,5mins）後加入PBS 1 ml

用Pipetman沖散細胞，接著過細胞篩，使溶液成為單細胞懸浮液。經過流式細胞篩選，

具有EGFP螢光蛋白的細胞被注入到事先填充ES培養液的96孔培養皿之中。 

(七) mES cell 數量擴充 

經過流式細胞儀篩選後的胚胎幹細胞在 96 孔培養皿中發育，由單一顆的細胞

開始不斷分裂，直到長成肉眼可見的細胞團，約需要 1~2 個星期，接著逐次把細胞

團移到 24 孔培養皿、6 孔培養皿、直徑 10cm 培養皿，讓細胞數量不斷擴增，直到

將細胞移動到直徑 10cm 的培養皿。 

(八) 以 DNA 定序鑑定 mES cell 是否正確突變 

得到足夠的細胞後，會將一半的細胞凍起來存放，另一半會抽出 DNA 送公司

定序，鑑定細胞是否正確突變。 

五、細胞生長速率實驗 

(一) 以 mES cell 製作標準曲線 

分別定量 1000 顆/孔、2000 顆/孔、4000 顆/孔、8000 顆/孔、16000 顆/孔、32000

顆/孔以及 64000 顆/孔的 mES cell，滴入 Dojindo_Cell Counting Kit-8 （CCK-8） 10µl，

置入 37℃、5%二氧化碳的恆溫培養箱中等待 1.5 小時後，測試細胞之吸光質，製作

標準曲線。 

(二) 測定各種突變細胞的生長速率 

此實驗選用的 mES cell 細胞株，包括 WT(實驗室提供)、KO(實驗室提供)、V111A、

V111G、S37P(實驗室提供)以及 R116W(實驗室提供)。 

將定量細胞置入 96 孔的細胞培養盤中（本實驗採 4000 顆/孔），分成五組，各

組分別於第零天、第一天、第二天、第三天及第四天的同一時時滴入 Dojindo_Cell 

Counting Kit-8 （CCK-8） 10µl，置入 37℃、二氧化碳 5%的恆溫培養箱中等待 1.5 小

時，接著測試該孔細胞之吸光值，以標準曲線估計該孔細胞株的數目。 
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六、胚胎幹細胞分化實驗 

在細胞培養皿之中加入trypsin使細胞懸浮，用 DMEM沖起 mES cell放入離心管後以

150g離心3分鐘，吸除上清液後加入PBS沖散細胞，再以同樣轉速離心3分鐘，再次吸除上

清液後以NSC誘導培養液沖散細胞，並計算細胞的數量，接著取適量細胞液（讓培養皿中

的細胞密度為10000個/cm^2），注入事先以NSC誘導培養液填充的培養皿之中，輕微搖晃

培養皿使細胞均勻分佈，然後培養於37℃恆溫培養箱，第一天讓細胞靜置，接下來的一

個星期必須每天幫細胞更換培養液。 

七、Naa10p 與其互動蛋白的鑑定 

(一) 抽取蛋白質 

把培養皿中的培養基吸除，加入 PBS 1ml 和 Lysis Buffer（裂解緩衝液） 10 µl，

用細胞刮勺將細胞刮起靜置 30 分鐘，離心（12000rpm, 3mins），抽起上清液，加入

呈色劑 Bio-Rad protein assay，測試波長 595nm 的吸光質，得到蛋白質的濃度。 

(二) 免疫共沉澱法 

將抽取的蛋白質濃度定量後加入 Naa10p 抗體，等待隔夜讓抗體和 Naa10p 結

合，加入親合磁珠 30µl，以捕捉抗體抗原複合物，搖晃一小時，吸去廢液再加入

1ml Lysis Buffer，搖晃 15 分鐘，重複此步驟 4 次，再以 56 度加熱 1 小時，破壞磁

株與抗體之間的連結，最後吸取上清液，取得 Naa10p 及與 Naa10p 的互動蛋白的蛋

白質混合液。 

(三) 蛋白質凝膠電泳 

取以免疫共沉澱法抓下的蛋白質，以 95℃加熱 10 分鐘使蛋白質變性，破壞蛋白

質的三級結構，變成帶負電的線性分子，混和均勻後注入凝膠片電泳，以分離不同

分子量的蛋白質鏈。 
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(四) 西方墨點法 

切除膠上的積層凝膠，將解析凝膠放到轉漬膜上，前後各夾一片濾紙，在

前後各夾上一片多孔性襯墊，最後夾入裝置版中，形成轉漬用“三明治”，將

“三明治”放入轉漬槽，使向著轉漬膜的那面朝向正極，將轉漬槽注入 Transfer 

buffer，至於冰桶內，通入 100V 的電壓。 

等待 1.5 小時後，將轉漬槽取出，用 TBS-T 清洗乾淨，在浸泡於 blocking 

buffer 中置於搖擺振盪器 1 小時，吸掉 blocking buffer 再加入以 blocking buffer

稀釋 1000 倍的一級抗體，在安置在搖擺震盪器上 1 小時，之後取出轉漬膜，

浸入 TBS-T 溶液內，並放置在數位顯示迴旋式震盪混合器上 5 分鐘，重複此

步驟三次。 

將與一級抗體相對應的二級抗體以 blocking buffer 稀釋 5000 倍，將轉漬

膜浸入並安置在搖擺震盪器 1 小時，再以 TBS-T 溶液沖洗五次。 

將 Enhanced chemiluminescence (ECL) detection buffer 低於轉漬膜上後用

生物分子成像儀 LAS 4000 拍攝轉漬膜上蛋白質所發出的冷光影像。 

(五) 銀染及蛋白質測定 

將膠片銀染之後，找出各種突變細胞中抓下的 Naa10p 及 Naa10p 的互動蛋白與

正常細胞的差異，並將蛋白質從膠中萃取純化，送去打質譜儀，分析該蛋白的種類

和數量。 

八、神經發育相關基因表現量的測試 

(一) 篩選神經發育相關基因 

本實驗先比較 WT 以及 KO 在 RNA sequence 的數值差異，從中篩選 P 值小於

0.05 的進行篩選，找出與神經發育相關的基因，篩選過後，再利用 qPCR 測定這些

基因在 Naa10p 突變株的分子量。 

(二) 萃取 mRNA 

自培養箱取出細胞後，加入 RLT Buffer、2- Mercaptoethanol 以 100:1 所配置成

的溶液每盤取 350μl 加入，使細胞破裂，接著加至 QIA Shredder mini column 離心
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(13200 rpm,1mins), 將 離 心完 的 細胞 液 加 至  gDNA Eliminator spin column 離 心

(13200rpm,30 sec), 後將離心後澄清液加 70%酒精 350μl，並混合均勻。將細胞液全

部加入 RNeasy spin column，離心(13200rpm, 30 sec)接著去除濾液，並加入 buffer 

RW1 700μl 後離心(13200rpm, 30 sec)。再加入 buffer RPE 500μl 後，離心 (13200rpm, 

30 sec)，重複此步驟兩次，最後加入 25μl RNase-free water，離心 1 分鐘後取出濾

液。 

(三) 反轉錄 

測量完濃度後，取 4.5μg 的 RNA 放入試管中，再加入 dNTPs 1μl 以及 T 重複寡

核苷酸(Oligo(dT))1μl，放入聚合酶反應器(PCR thermocycler)加熱至 60℃ 5 分鐘後

於試管中加入 1μl 二硫蘇糖醇(dithiothreitol；DTT)，1μl SuperScript III 反轉錄酶，4μl 

5X First-Strand Buffer，再放入聚合酶反應器加熱至 42℃ 45 分鐘、99℃ 5 分鐘、4℃ 

5 分鐘後，拿出放至冰上。 

(四) 定量聚合酶連鎖反應 

將每個 well 加入目標基因的 forward primer 及 reverse primer 各 0.1μl， Fast 

SYBR®Green Master Mix 10μl，水 7.8μl，接著再加入 2μl 的 sample,加完後，以透明

膠封口，並以轉速 2000rpm，室溫離心 3 分鐘,再將 multiwell plate 放入 Real-time 

PCR thermal cycler 加熱(pre-incubation 95℃ 10 分鐘、amplification 95℃ 10 秒，60℃ 

10 秒，72℃ 7 秒，重複 43 次、melting curve 95℃ 5 秒，70℃ 15 秒，再以 95℃ 

持續加溫、cooling 40℃ 30 秒)，最後以其 CT 值換算出此基因在 scramble 組與 TET2 

knockdown 組之 cDNA 量的相對值。 

(五) 定量計算 

使用 Gapdh 作為我們的管家基因，首先先將 Control(#2)以及 Sample 的 Ct 值減

掉 Gapdh 的 Ct 值，得到∆Ct，再將 WT 的 mES cell 的∆Ct 平均，再將 Sample 的∆Ct

減掉 WT 的∆Ct，便可得到∆∆Ct，最後我們以 2^-∆∆Ct 作為我們比較各基因的定序。 
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伍、 研究結果 

一、 利用 CRISPR/Cas9 技術做出 Naa10p 的突變株 

(一) 質體製作及定序結果 

將細菌中的質體萃取純化之後，將質體送公司定序，定序結果顯示 EGFP 

mNaa10_V111G 質體以及 mNaa10_I72T 質體和預期序列 100%的相同。 

(二) 利用 HT22 細胞鑑定 Cas9 蛋白切割功能測定 

 

 Cas9 蛋白切割功能測定實驗電泳圖 

可以看出 DNA 片段已由約 470bp 被切為約 340bp 和 130bp 的片段(圖七)，由此

推知，EGFP mNaa10_I72T 質體以及 EGFP mNaa10_V111G 質體的 Cas9 蛋白具有切

割能力。 

(三) 轉染後的 mES cell 萃取 DNA 的定序結果 (表四) 

mES cell clone 1 2 3 4 

Naa10p 突變 的位置 V111A V111A V111A V111G 

表(四)、 轉染後細胞定序結果 
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二、 探討 Naa10p 突變對細胞生長速率的影響 

 

 不同 Naa10p 突變株生長速率分析 

V111A 突變株生長速率和 WT 相似，而其他四株突變株都有分裂過快的趨勢。 

三、 探討 Naa10p 突變對分化至神經母細胞歷程造成的影響 

(一) 探討 WT mES cell 的分化 

天數 第二天 第四天 

分化

型態 

  

天數 第六天  

分化

型態 

 

 

 WT 神經分化 （第二、四、六天） 
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為了測試 WT 的 mES cell 是否能分化成神經母細胞，將原始 mES cell 放入培養基後

開始觀察(圖九)。在分化的第二天，細胞皆已長出突起。分化比較慢的細胞先往兩極延伸

拉長，分化較快的細胞分裂數目較多，開始往側邊延伸。到了第四天，細胞已有了神經

花環的雛形，細胞突起向外輻射延伸，此階段細胞應該已轉變為神經上皮細胞，細胞形

狀為中間扁圓、末端細長延伸的火焰型；第六天細胞正式分化成神經母細胞的型態。 

 

(二) 探討突變株 mES cell 的分化 

KO 

 

R116W 

 

V111G 

 

S37P 

 

 各突變株神經分化（第六天） 

V111A 突變株無法在第六天時形成神經花環，而其他突變株在第六天時得到的

神經花環型態也和 WT 略有差異(圖十)，推測 Naa10p 的突變會影響到神經分化的型

態。 
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四、 以免疫共沈澱法探討 Naa10p 影響神經發育的機制 

(一) 西方墨點法 

 

西方墨點法結果 

將蛋白質轉染至紙上後，染上 Naa10p 及 Naa15p 的抗體，以生物分子成像儀 

LAS 4000 拍攝轉漬膜上蛋白質所發出的冷光影像，再以冷光強度分析 Naa10p 以及

Naa15p 的濃度，可以發現四種突變株 Naa10p 與 Naa15p 的親和力皆有下降的趨

勢，其中以 S37P 及 R116W 最為嚴重，推測 Naa10p 的突變會影響 NatA 複合體中

Naa10p 與 Naa15p 的結合。 

 

(二) 銀染 

 

 銀染後的膠片 
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萃取穩定轉殖後的 mES cell 全蛋白質，以 Naa10p 抗體擷取結合的相關蛋白，再以

SDS-Page 膠分析後銀染。銀染後的膠片在各突變株分子量 17kDa 附近有明顯差異（圖

十二），將此片段萃取純化後，放入質譜儀以鑑定與 Naa10p 結合的蛋白種類及密度。 

 

(三) 質譜儀數據分析： 

 

Naa10p 和小次單元核糖體（40S）不同核糖體蛋白親和力變化 

 

與 WT 相比，突變株的 Naa10p 與 40S 核糖體次單元的結合力普遍都有下降的趨

勢，其中以 S15a、S16 與 S20 下降趨勢最明顯。 
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Naa10p 和大次單元核糖體（60S）蛋白 P2 變化 

由質譜儀結果分析，60S 結合蛋白和 WT 相比，突變株親和力完全下降(圖十四)。 

 

Naa10p 和 HYPK 蛋白親和力變化 

在前面的文獻中，可知 HYPK 為 Naa10p 的結合蛋白之一，因此本實驗從

HYPK 蛋白的親和力變化分析，而由上圖的數據(圖十五)可以看出 V111G 細胞株完

全抓不到 HYPK 蛋白，但 R116W 突變株的 HYPK 親和力急遽增加。  

綜合核糖體與 HYPK 與 Naa 10p 親和力變化的結果，可推測突變的 Naa10P 可能

無法形成正常的 Nat A 複合體，且 HYPK 蛋白和 Naa10p 的結合會影響 Naa10p 辨識

蛋白質 α（N 末端）的功能，進而影響蛋白質的乙醯化修飾，而若被影響的蛋白

質與細胞週期與神經分化調控有關，就有可能影響細胞的分裂速度與分化情況。 
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五、 Naa10p 突變是否會影響神經發育相關基因的表現量 

(一) Naa10p mRNA 的表現量 

 

Naa10p 在各突變株的表現量 

首先測試 Naa10p 突變是否會影響 Naa10p 自身的表現量， WT 及其他突變株的

表現量為正常水平(圖十六)，而 KO 則幾乎沒有表現，進一步證實了先前實驗使用

的 KO 株的可信性。 

(二) 神經相關基因篩選結果 

從 P 值小於 0.05 的 2000 多個基因分門別類後，篩選出 10 個跟神經相關的基

因，分別為 Oct4、Pax6、CDRK5R1、AKT3、RBfox3、foxd1、adam23、Calm1、

NGFR 以及 CAMK2G，而目前發現 Oct4 與 Pax6 的基因表現異常較明顯。。 

(三) Oct4 

 

Oct4 在各突變株的表現量 
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Oct4 對未分化的胚胎幹細胞的自我更新與幹性維持至關重要，也正因如此，有

時 Oct4 會被用來作標記未分化細胞的分子標記。Oct4 的過表達或低表達都會造成

細胞的分化，因此 Oct4 只在特定的表達強度下才能維持細胞的幹性。比較各突變

Naa10p 與 WT 細胞株的 Oct4 表現(圖十七)，大部分突變株都有表現過多或過少的

趨勢，僅 V111A 以及 R116W 的表現與 WT 相近，顯示突變的 Naa10p 可影響細胞

的幹性維持情況。  

(四) Pax6 

 

Pax6 在各突變株中的表現量 

Pax6 是胚胎發育過程中存在的轉錄因子，是眼睛和大腦發育的關鍵調節基因。

在大腦內，Pax6 可激活或失活基因表達確保組織正常發育的模式，目前已知 Pax6

基因的突變會引起各種眼睛疾病。Pax6 在大腦發育過程中扮演很重要的角色，除了

V111A 之外，其他四株細胞都有過度表現的趨勢(圖十八)。 
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陸、 討論 

一、 利用 CRISPR/Cas9 技術做出 Naa10p 的突變株 

目前已成功作出 7 個突變株，而 I72T 的細胞在重複實驗後仍無法存活，因此推測

I72T 突變會嚴重影響小鼠細胞的生長。 

二、 Naa10p 突變對細胞生長速率的影響 

由結果可以看出，V111A 細胞株生長速率和 WT 相近，生長速率正常，調控細胞週

期的功能未受影響；但其他四株突變相較於 WT 明顯都有分裂過快的問題。 

三、 Naa10p 的突變對神經分化型態的影響 

Naa10p 突變造成細胞週期受到干擾，細胞生長速度加快，但細胞分化速度減慢，如

此的突變有可能和奧格登症候群及發育遲緩的產生有關。 

四、 Naa10p 影響神經發育的機制 

 

HYPK 推測結合位點示意圖 

Naa10p 的 S37P 及 R116W 突變導致 Naa10p 與 Naa15p 的親和力有顯著下降的趨勢，

因此我們推測 Naa10p 及 Naa15p 的結合位點應從第 37 個胺基酸一直延伸至第 116 個胺基

酸。 

在胚胎幹細胞中，V111G 突變可能導致 Naa10p 無法與 HYPK 結合，使其 NatA 複合

體構造不完整，相反的，R116W 則使 HYPK 整體結合數量大幅增加。推測是因為 V111G

和 R116W 的突變位點在 HYPK 蛋白與 Naa10p 的結合域之中（interaction domain），Naa10p

和 HYPK 的結合位點應該包含 111 位點到 116 位點這一段蛋白質(圖十九)。HYPK 結合

量增減則受突變的胺基酸碼影響，不同胺基酸碼可能改變 Naa10p 的構型，V111G 突變可

能使 Naa10p 和 HYPK 的結合位點變形而完全無法結合，R116W 突變則增強 Naa10p 和
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HYPK 蛋白之間的親和力。HYPK 在 NatA 複合體中可能有協助辨識轉譯複合體能力的可

能性。 

再進一步推測，Naa15p 在 NatA 中有協助 Naa10p 修飾正確位點的功能，而 HYPK 蛋

白和 Naa10p 的結合會影響 Naa10p 辨識蛋白質 α（N 末端）的功能，進而影響蛋白質的

乙醯化修飾，而若被影響的蛋白質與細胞週期與分化調控有關，就有可能影響細胞的分

裂速度與分化情況。 

V111G 和 V111A 突變在相同的位點，但是其 HYPK 結合比例卻沒有受到影響，所以

觀察胺基酸列表後發現纈胺酸（Valine, V）和丙胺酸（Alanine, A）末端皆為甲基，而甘胺

酸（Glycine, G）末端缺乏甲基，可能因此才造成兩突變株不一樣的結果。 

 

 

表(五)、 Naa10p 與核糖體蛋白親和力變化 

（粗體代表與 WT 比較，親和力改變≧100%，鑑別出的親和蛋白全部數據請參考附錄） 

可以看出，Naa10p 的突變會影響到 NatA 複合體與核糖體的結合，進而影響到蛋白

質的轉譯以及後續的修飾，推測是造成 Naa10p 突變影響發育的可能原因。 
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五、 Naa 10p 突變株中基因表現分析 

Naa10p 的突變株會影響神經發育相關基因，進而影響到大腦的發育以及幹細胞的自

我更新，而其中以 S37P 影響最為嚴重。 

 

柒、 結論與未來應用 

一、結論 

(一) 質體 EGFP mNaa10_I72T 質體以及 EGFP mNaa10_V111G 的 sgRNA 序列鑲嵌正確，

且皆具有切割功能，並成功製作出 V111A 及 V111G 胚胎幹細胞突變株。 

(二) Naa10p 突變株除了 V111A 株之外，皆具有分裂速率過快的問題。 

(三) 成功得到 WT 株、KO 株及突變株 V111G 的神經母細胞，並發現其分化情況差異。 

(四) Naa10p 的突變可能造成其與 Naa15p 的結合能力下降，其中以 S37P 以及 R116W 最

為嚴重，可能造成影響 NatA 複合體的形成，進而影響蛋白質的乙醯化。 

(五) Naa10p 的 V111G 突變可能造成其喪失與 HYPK 的結合能力，因而影響蛋白質的乙

醯化，進而影響細胞週期與分化。 

(六) Naa10p 的突變株會影響神經發育相關基因 Oct4 及 Pax6 的表現量 

二、正在進行 

(一)繼續分化其他 Naa10p 突變株，以取得神經母細胞 

(二)將取得的神經母細胞做免疫共沉澱法，分析 Naa10p 的互動蛋白 

(三)以免疫共沉澱法分析神經細胞，分析 Naa10p 的作用機制在各階段是否一致。 

(四)建構 NatA 複合體與核糖體蛋白（60S、40S）的互動模式圖。 
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附錄 1 

 

Naa10p 與其他核糖體小次單元的親和力變化 

  S14(A) S25 (B) S19 (C) S26(D)，以 WT 的親和力為 0%。 

 

 

 Naa10p 與其他核糖體大次單元的親和力變化（0%為 WT 的親和力） 

L12 (A)、L30 (B)、L31(C)、L34(D)、L36a (E)，以 WT 的親和力為 0%。 
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The author has sufficient data to support the proposal.  

The poster can be improved, for example: label 

representative blots with Molecular Weight, add statistics 

methods, sample number, and p-value in the Materials and 

Methods, and Results sections. 
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