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內容摘要：
本人於民國九十年十二月十四日啟程赴美國約翰霍甫金斯大學病理學系吳子丑博士的實驗室進修約五個半月。這期間利用Hopkins充分及快速的圖書館資源，上網尋找有關乳突瘤病毒的相關資料，HPV E5和接受器及細胞訊息傳遞系統之間的關係，攜帶基因的腺相關病毒和基因長久表現或造成免疫反應的相關資料。免疫學相關資料，均做深度的尋找、整理與分析，這期間寫了兩篇review articles。

另外，進修高等免疫學課程，尤其對細胞免疫反應分子、細胞及構造深入的閱讀，讓我獲得更多免疫學的知識，另外，參與免疫學、細胞學的專題討論，讓我了解每個實驗室研究方向及目前世界在這學門頂尖人才的研究主題，對於個人的知識及研究方向的廣度及深度均有很大的幫助。
摘要：

本人於民國九十年十二月十四日啟程赴美國約翰霍甫金斯大學病理學系吳子丑博士的實驗室進修約五個半月。這期間利用Hopkins充分及快速的圖書館資源，上網尋找有關乳突瘤病毒的相關資料，HPV E5和接受器及細胞訊息傳遞系統之間的關係，攜帶基因的腺相關病毒和基因長久表現或造成免疫反應的相關資料。免疫學相關資料，均做深度的尋找、整理與分析，這期間寫了兩篇review articles。
另外，進修高等免疫學課程，尤其對細胞免疫反應分子、細胞及構造深入的閱讀，讓我獲得更多免疫學的知識，另外，參與免疫學、細胞學的專題討論，讓我了解每個實驗室研究方向及目前世界在這學門頂尖人才的研究主題，對於個人的知識及研究方向的廣度及深度均有很大的幫助。
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目的：

1. 蒐集乳突瘤病毒、HPV E5和接受器細胞訊息傳遞系統及攜帶基因之腺相關病毒和基因長久表現造成免疫反應的相關最新資料。
2. 進修與細胞免疫反應分子、細胞及構造相關的高等免疫學課程。
3. 參與免疫學、細胞學專題討論以了解目前世界在這學門頂尖人才的研究主題與研究方向。
4. 增進個人研究相關的知識及擴展研究方向的廣度及深度。
過程：

高等免疫學課程進修：包括免疫細胞TCR分子和antigen presenting cells的MHC分子作用的結構學，當TCR和MHC作用後如何將訊息傳遞給免疫T細胞，引發其產生細胞激素及分裂。
當TCR及MHC-peptide作用，其附屬分子亦參與作用包括CD4、CD8、B7、CD28、CTLA4等分子，原來這些細胞膜的分子是分散表現在細胞表面，當TCR-MHC-peptide作用，則將這些分子凝聚在模板上，接著由細胞內的phospholipase C、phosphoinositol kinase 3等磷酸化而將訊息傳遞下去。附屬膜分子的作用，引起細胞免疫反應的是antigen presenting cells上B7和T細胞CD28(這兩個分子原本就有相當數量分子存在細胞表面)，則引起正反應的細胞免疫反應，這時基於平衡原理，在T細胞表面的CTLA4(存在很少)則被引發表現。其CTLA4和B7結合力約一百至一千倍於CD28-B7的結合力，因而引發負回饋免疫反應。
因此在許多自體性免疫疾病的成因中，即CTLA4的作用消失，因而引發對自體抗原免疫反應，其治療可注射CTLA4抑制自體抗原免疫反應，然而在疫苗的研發，目前可結合疫苗抗原加上anti-CTLA4 Ab共同作用，而增強其免疫反應。

心得：

參與各個免疫研究室所組成免疫學研究進度報告的專題討論，每週由一個研究室報告其近期研究，一般約3-4個人報告，由這個會議瞭解每個研究室的研究方向，使用的材料、技術及面臨問題，研究的發展潛力，例如：人工合成microbead接上MHC分子再接上抗原生太鍵當作antigen presenting cells的疫苗，可取代目前利用分離病人樹狀突細胞(dendritic cells)如上抗原生太。因分離dendritic cells是費時費工的工作，但有很好的疫苗效果，故microbeads的研發則非常具有潛力的。

Journal Club的參與，每星期由一位參與者報告近期免疫學的論文並討論，其雜誌包括Journal of Immunology，Journal of Experimental Medicine，Nature Immunology，Immunity等一流雜誌讓我能更進一步洞悉整個免疫學研究的趨勢、方向及問題在哪裡。
論文回顧撰寫：

(一) AAV傳送的基因可以長久表現或引起免疫反應

摘要：
由腺相關病毒(adeno-associated virus, AAV)衍生的載體已經被成功地運用在動物模式與病患之基因治療的長期表現上。被轉移入轉導細胞中的基因，其穩定的表現能夠被運用在修正因為基因缺失而導致生成的疾病。這些載體其中一項已被報導過的優點是基因轉移並不會帶來有害的免疫反應。相對地，在許多過去的研究中指出腺相關病毒載體也能因為傳送基因的產物而造成體液與細胞的反應。這篇評論文章將著重在腺相關病毒這兩項獨特且相反方向的項目上︰具有誘發宿主免疫反應去破壞含有轉導蛋白質的目標細胞與躲避能造成轉導基因有穩定表現的免疫反應。
索引文字：
腺相關病毒，免疫反應，長期基因表現，樹狀細胞。
導論：
腺相關病毒(AAV)，一種單股病毒，已被研究作為基因治療用的一種載體(Muzyczka, 1992; Xiao et al., 1993; Grimm & Kleinschmidt 1999)。在其複製生命週期中，腺相關病毒需要幫助病毒的存在，而此類病毒已知是具有缺陷的人類小病毒。幫助病毒的作用，一般是由腺病毒、皰疹病毒或牛痘病毒所提供(Hoggan et al., 1966; Buller et al., 1981; Schleohofer et al., 1984)。在缺乏幫助病毒的時候，腺相關病毒會嵌入宿主基因體中，並且建立一個潛伏的週期。當一個已受到潛伏感染的細胞遭遇任何種類幫助病毒的多重感染下，已經合併的腺相關病毒之基因體將會再度復甦，並且開始進行一個自我繁殖與溶解細胞的週期。腺相關病毒具有許多很吸引人類基因治療載體的自然特徵， 例如：不具病原性，特定目標位置嵌入的能力，可以感染分裂中與未分裂的細胞，以及一個很寬廣的宿主範圍(人類、猴子、鼠科動物、犬科動物與鳥類)。被轉移入轉導細胞中的基因，其穩定的表現能夠被運用在修正因為基因缺失而導致生成的疾病。然而，許多研究已經指出被腺相關病毒載體解碼生成的蛋白質，其免疫致原性不只會刺激轉導細胞的破壞，也會導致對轉導細胞產物本身交叉辨認而引發免疫反應。在這篇評論中，我們提供關於腺相關病毒誘發或躲避轉移蛋白質造成的免疫反應的資訊。
腺相關病毒的特性：
結構上，腺相關病毒是一條4.6 kb的單股DNA包裹在一個蛋白質外鞘中所組成(Monahan & Samulski, 2000; Rabinowitz & Samulski, 2000; Tal, 2000; Ponnazhagan et al., 2001; Smith-Arica & Bartlett, 2001)。它的病毒基因體解碼生成兩種蛋白質：Rep和Cap。Rep是一個非結構性蛋白質，其功用包括病毒基因的再度復甦與複製。Cap則是負責解碼生成二十面體的外鞘，複製的基因體以一正一負兩股被平均裝入裡面(Berns & Adler, 1972)。基因上，有三個不同的促進者： p5、p19和p40，它們是以在基因地圖上的相對位置命名(Lusky & Berns, 1982)。在它們之間，促進者p5與p19負責主導rep表現，而p40負責調節cap基因的表現。在複製表現的環境中，促進者p5生產具接合形式的Rep 68與不具接合形式的Rep 78。而促進者p19生產具接合形式的Rep 40與不具接合形式的Rep 52。Rep 68與Rep 78的功用已知是在腺相關病毒的基因體複製上非常重要，能夠調節腺相關病毒促進者的轉錄功能與主導腺相關病毒基因體針對人類細胞中第十九對染色體特定位置的插入(Snyder et al., 1990a, b)。Rep 68與Rep 78能夠和同邊翻轉的末端重複(ITRs, 腺相關病毒複製區域)及三個促進者中任一者連接上。此外，它們能找到基因體內特定位置的DNA，並且具有helicase與ATPase的作用活性。Rep 52與Rep 40對於基因的包裹與插入非常重要。腺相關病毒也包含Cap基因，其能夠解碼生成三種不同外鞘的蛋白質：VP-1、VP-2、與VP-3。雖然這三種外鞘蛋白質都是由促進者p40轉錄而來，但是不同的起始密碼卻被使用在它們的轉譯過程(Ponnazhagan et al., 2001)。介於Rep與Cap基因兩者之間的側面序列是兩個翻轉的末端重複(ITRs)，其每段長度組成約為145個鹼基。ITRs是唯一被需要作為再度復甦、複製、包裹、以及嵌入的同邊元素。
最近腺相關病毒的載體已經逐漸廣被使用在基因治療上。重組腺相關病毒在基因治療上應用潛力之優點包括沒有任何病毒基因，沒有病毒媒介的病狀，能夠嵌入宿主細胞，與能夠感染分裂中與未分裂的細胞(Afinoe, 1996)。其主要的限制包括腺相關病毒在感染不同細胞類型間的變異程度，以及能夠被包裹的重組基因體之大小(Ponnazhagan et al., 2001)。作為基因免疫方法，自從重組腺相關病毒載體已經將除145個ITRs鹼基外的所有病毒序列片段(rep與cap)都移除，腺相關病毒載體比其他用作疫苗的病毒載體更加合適，例如牛痘病毒與腺病毒。如同免疫方法上使用純粹DNA，以腺相關病毒載體攜帶的基因中，唯一會表現的也僅有被選殖的基因本身。使用牛痘病毒或腺病毒作為運送疫苗的載體，在刺激免疫系統上能夠提供一些好處；然而，這些好處與受到病毒感染的顯著風險相較之下就沒有這麼重要，尤其是在患有免疫不全症的患者身上(Cason et al., 1993; Hagensee et al., 1995)。
利用腺相關病毒轉導的基因之長期表現：
以腺相關病毒做基因轉移的技術已被有效地轉用在骨骼肌(Kessler et al., 1996; Xiao et al., 1996; Fisher et al., 1997; Rivera et al., 1999; Chirmule et al., 2000)，心臟 (Su et al., 2000; Melo et al., 2002)，大腦(Kaplitt et al., 1994; Rolling et al., 2000; Tsai et al., 2000; Auricchio et al., 2001; Ma et al., 2002)，關節(Pan et al., 1999, 2000)，與眼睛(Rolling et al., 2000; Auricchio et al., 2001; Lai et al., 2001; Liang et al., 2001; Tsai et al., 2002)。而最有效的載體轉導已被報導是使用在骨骼肌中。將大腸桿菌β-galactosidase(β-Gal)蛋白質以腺相關病毒轉導在骨骼肌中的基因表現，以肌肉注射給予能持續超過1.5年(Xiao et al., 1996)。這些研究顯示出腺相關病毒能夠在避免觸發免疫反應的情形下高度表現傳送基因的產物(Kessler et al., 1996; Xiao et al., 1996; Fisher et al., 1997)，其它的載體系統能表現的僅有特定的傳送基因，例如腺病毒(Yang et al., 1996)，純粹DNA則是無法表現。在血液凝集因子IX(FIX)基因解碼突變所導致的B型血友病之研究中，以肌肉注射表現血液凝集因子IX的重組腺相關病毒載體，在實驗用小鼠(Herzog et al., 1997; Snyder et al., 1997, 1999; Wang et al., 1999; Hagstrom et al., 2000)與實驗用犬(Herzog et al., 1999; Snyder et al., 1999)上能導引傳送基因達到符合治療層次的表現，而在鼠科動物與犬科動物的動物模式中還能夠修正B型血友症的基因缺失(Monahan et al., 1998; Hagstrom et al., 2000; High et al., 2001)。在肢帶型肌肉營養不良(LGMD)的案例中，這是一種由多種不同基因群引發的遺傳性神經肌肉疾病，其定義來自肢體肌肉的虛弱，而主要缺乏δ-sarcoglycan導致症狀上多變的發展，在大頰鼠上直接給予肌肉注射解碼人類δ-sarcoglycan的重組腺相關病毒載體能給予有效與穩定的基因表現(Greelish et al., 1999; Li et al., 1999; Xiao et al., 2000)且不會觸發任何明顯的免疫反應(Horer et al., 1995; Flotte et al., 1996; Xiao et al., 1998; Zhou et al., 1998; Su et al., 2000)。在貧血研究中，解碼紅血球生長激素(EPO)基因的重組腺相關病毒，這是一種關係調節紅血球分化的關鍵荷爾蒙，並且輸送到實驗動物骨骼肌內循環的紅血球能夠給予治療有關的蛋白質之基因表現更加延長在生理狀況上的維持(Bohl et al., 1998; Kessler et al., 1996; Zhou et al., 1998)。更多的治療基因(α-1-antitrypsin、人類生長荷爾蒙、肥胖荷爾蒙)利用肌肉注射的途徑以腺相關病毒載體運送，能夠使得轉導蛋白質不會引發明顯免疫反應下促使分泌治療用蛋白質(Murphy et al., 1998; Song et al., 1998; Rivera et al., 1999)。

除了在骨骼肌中，重組腺相關病毒載體能夠運送研究者有興趣的基因進入不同的器官並能讓基因穩定表現以達到治療層次的效果。在眼睛中，重組腺相關病毒載體能夠運送基因進入視網膜(Rolling et al., 2000; Auricchio et al., 2001; Lai et al., 2001; Liang et al., 2001)。癌細胞血管阻斷素的基因經由腺相關病毒運送能夠減少脈絡膜新生血管的傷害程度而避免視網膜受損而導致失明。癌細胞血管阻斷素在視網膜上的基因表現能夠持續至少150天(Lai et al., 2001)。我們之前的研究發現重組腺相關病毒運送的傳送基因表現是由人類巨細胞病毒(hCMV)的促進者所調節，其與角膜內皮細胞及關節的發炎反應過程間有一個很顯著的關聯性(Pan et al., 1999, 2000; Tsai et al., 2002)。基於此點，一個適用眼睛相關疾病(例如角膜炎、前葡萄膜炎、眼角膜移植排斥等)與關節炎上具有疾病誘發基因治療方法的大鼠實驗動物模式因而被建立。受到促進者hCMV所驅動的治療基因以腺相關病毒運送進入眼角膜內皮細胞與關節中能在發炎反應出現時被誘發。在至少60天之後，已降低的傳送基因表現會因為第二次發炎反應出現而再度有效產生作用，這暗示沒有免疫反應可以消除傳送進眼角膜細胞與關節中的基因(Pan et al., 1999; 2000; Tsai et al., 2002)。在風濕性關節炎(RA)的案例中，這是一種全身性自體免疫疾病，當解碼IL1RA(interleukin-1 接受者拮抗物)重組腺相關病毒被注射入已以局部lipopolysaccharide誘發風濕病的大鼠關節中，基因能夠被表現且降低發炎疾病的程度。然後這個基因能夠在第一次注射90天後因為發炎反應再度有效產生作用(Pan et al., 1999, 2000)。在大腦的研究上，注射重組腺相關病毒載體能表現神經膠細胞株衍生的神經營養因子(GDNF)可以作為中風的基因治療方法，在注射到大鼠的皮質能恢復因為缺血引起而受損的大腦組織(Lo et al., 1999; Bjorklund et al., 2000; Tsai et al., 2000)。至於其他的研究證實利用腺相關病毒載體傳送在腦內腫瘤注射能夠抑制血管新生合成的癌細胞血管阻斷素或細胞抑制素能夠縮小腦癌腫瘤(Nguyen et al., 1998; Ma et al., 2002)。在心臟中，直接注射解碼血管內皮細胞生長因子(VEGF) 或hemeoxygenase-1基因腺相關病毒載體進入心臟能誘發在缺血心肌層中的血管新生(Su et al., 2000) ，或給與因為缺血造成傷害的心肌層長期保護(Melo et al., 2002)。所有的研究具體描繪出以腺相關病毒載體運送的傳送基因使用在不同器官上並不會觸發免疫反應，並且結果上還能夠維持長時間的基因表現。
利用腺相關病毒轉導的基因能夠誘發免疫反應：
如上所述，許多實驗室已經證實腺相關病毒載體能夠躲避細胞免疫與在體內實驗誘發一個腺相關病毒媒介的傳送基因長時間持續作用。在另一方面，累積的證據指出在某些狀況下，在體內實驗中腺相關病毒載體能啟始一個針對腺相關病毒載體轉導的新抗原所產生且可發覺的細胞及體液免疫反應(Manning et al., 1997; Brockstedt et al., 1999; Lo et al., 1999)。舉個例子，在Manning等相關研究人員操作的研究中，肌肉注射皰疹之單純第二型glycoprotein B(gb)的重組腺相關病毒載體能導致對gb具專一性的細胞毒殺T淋巴細胞(CTLs)與抗體反應(Manning et al., 1997)。我們(Liu et al., 2000)之前已經發現將一個解碼顯性HPV16-E7細胞毒殺T淋巴細胞(CTL)外套與一個熱休克蛋白質的重組腺相關病毒以肌肉注射給藥方式，作為一個融合蛋白質送入，能夠在免疫正常的小鼠上以一個能夠表現E7類似基因的細胞株誘發一個強力的抗腫瘤反應對抗病症。在體外實驗的分析也指出具CD4與CD8兩者依賴性的細胞分解活動。這表示利用腺相關病毒作單次肌肉注射能夠誘發CTL清除腫瘤的生長(Liu et al., 2000)。在其他的實驗上，以解碼流行性感冒病毒hemoagglutinin (HA)重組腺相關病毒作肌肉注射能引發對CD40具依賴性與HA具專一性的CD4+ T細胞之活化，這細胞並且接著能夠破壞目標細胞(Sarukhan et al., 2001)。在Brockstedt等相關研究人員操作的研究中(1999)，解碼卵白蛋白(OVA)重組腺相關病毒以一連串不同路徑—腹腔注射、靜脈注射、與皮下注射能產生如同抗卵白蛋白的抗體一樣對卵白蛋白具專一性的細胞毒殺淋巴細胞。相反地，在小鼠身上肌肉注射解碼卵白蛋白重組腺相關病毒會產生體液反應，但是對具卵白蛋白具專一性的細胞毒殺淋巴細胞卻產生最小程度的影響。
上述中傳送基因能夠誘發免疫反應的背後機制目前尚不清楚。建立在小鼠實驗動物的模式，腺相關病毒載體以肌肉注射給藥無法傳送基因進入最有效的抗原呈現細胞的樹狀細胞(DCs)中(Jooss et al., 1998)。在Zhang等相關研究人員操作的後續研究(2000)報告未成熟樹狀細胞仍可以傳送基因並且在缺乏腺病毒協同感染下轉導的產量略低，而成熟的樹狀細胞對於腺相關病毒的轉導具有抵抗力。除了直接傳送基因進抗原呈現細胞中，其他的可能性還有利用活化T細胞經由交錯反應已造成重組腺相關病毒媒介基因轉移現象(Sarukhan et al., 2001)。是否交錯反應是一個傳送基因會發生在所有重組腺相關病毒載體的前後現象目前仍不清楚。
有一些建議指出傳送基因誘發免疫反應的能力與否，端視傳送基因的特性及給藥的路徑。傳送基因僅在以腺相關病毒作肌肉注射才能誘發免疫反應，但其他路徑給藥則不會發生。舉個例子，將表現卵白蛋白的腺相關病毒載體以肌肉注射給藥給C57BL/6小鼠能夠誘發抗卵白蛋白抗體(Brockstedt et al., 1999; Ge et al., 2001)。肌肉注射解碼人類FIX(hFIX)腺相關病毒載體在C57BL/6小鼠能夠誘發出一個針對傳送基因產物的體液反應，而且針對傳送基因的這個免疫反應會拮抗FIX在這些小鼠血漿中的表現(Fields et al., 2000; Ge et al., 2001)。然而，肌肉注射運送較高劑量的解碼貓科動物FIX基因腺相關病毒載體在有B型血友病的犬隻身上時，有一半的實驗犬隻會被誘發出抗貓科動物FIX的抗體(Herzog et al., 1999; Ge et al., 2001)。在這些臨床運用前的研究中，肌肉注射人類FIX重組腺相關病毒在血友病患者身上時無法誘發抗人類FIX抗體長期存在(Kay et al., 2000; Ge et al., 2001)。如同其他路徑的給藥方式，腹腔注射人類FIX腺相關病毒的給藥路徑方式無法誘發一個抗人類FIX體液免疫反應(Ge et al., 2001)。在另一個使用血友病犬隻的不同實驗中，這些口服貓科動物FIX腺相關病毒載體的犬隻身上觀察不到抗貓科動物FIX抗體的存在(Snyder et al., 1999; Ge et al., 2001)。所以，傳送基因的特性，腺相關病毒載體給藥位置與宿主免疫敏感度都會顯著造成對傳送基因產物的免疫反應。此外，所有的資料都在考驗著腺相關病毒載體是無免疫致病性的主張。所以細胞內腺相關病毒載體媒介的免疫反應在細胞層次的作用仍舊需要被說明。
重組腺相關病毒載體能否感染抗原呈現細胞(樹狀細胞)？
樹狀細胞(DCs)是引發T細胞免疫最有效的抗原呈現細胞(APC)。DC能夠利用主要組織適合性複合物(MHC)第一級及第二級分子捕捉與處理抗原的表現，移動至T細胞位於淋巴結組織的區域，並在與適當的T細胞相關分子共同連接時表現抗原(Banchereau & Steinman, 1998; Sallusto & Lanzavecchia, 1999; Timmerman & Levy, 1999; Banchereau et al., 2000)。DCs在未成熟的狀態正常存在於組織中並具有捕捉抗原的能力。在捕捉到抗原後，並對發炎造成的刺激作出反應，未成熟的DCs細胞切換成T細胞刺激模式去引發細胞免疫作用(Reis e Sousa et al., 1993; Sallisto & Lanzavecchia, 1994; De Smedt et al., 1996; Pierre et al., 1997; Sousa et al., 1997; Vremec & Shortman, 1997; Albert et al., 1998; Banchereau & Steinman, 1988)。如前文所述，重組腺相關病毒已被分析作為一種細胞內直接的基因免疫用載體(Manning et al., 1997; Brockstedt et al., 1999)。但是腺相關病毒能否傳送基因進入DCs呢？由小鼠脾臟中所分離出的成熟DCs已被報導對腺相關病毒感染具有抵抗力(Jooss et al., 1998)。一個之前的報導表示解碼β-galactosidase重組腺相關病毒以肌肉注射，腺相關病毒載體所轉導的未成熟DCs能夠被偵測到，但是無法誘發免疫反應與引導基因穩定地表現(Jooss et al., 1998)。這暗示在小鼠體內以腺相關病毒轉導的DCs數量並不足以達到能夠誘發CTL反應。然而，包含採用解碼β-galactosidase重組腺相關病毒的轉移或人類乳突瘤病毒E7感染的DCs之實驗能夠人工供應足夠數量帶有β-galactosidase重組腺相關病毒或E7去引發β-Gal或E7專一性CTL反應的DCs(Zhang et al., 2000; Chiriva-Internati et al., 2002)。這些發現指出一個腺相關病毒載體轉導後的未成熟DCs數量多寡的程度能夠調節T細胞所媒介對傳送基因產物的免疫反應。直到現在，沒有一個直接證據呈現由腺相關病毒送入的傳送基因在DC中的表現。DCs之前已知能夠捕捉抗原，不只利用病毒經由直接的轉導作用，還有利用病毒感染目標時的交錯反應，這是值得注意的一點(Matzinger, 1998; Bell et al., 1999; Banchereau et al., 2000)。這些交錯反應已被提出(Jooss et al., 1998)直接肌肉注射DNA組成的基因片段是一種能夠作為對一個重組基因產物誘發免疫反應上極良好定性的系統(Ertl & Xiang, 1996)。幾種機制已經被考慮過。其中一個是認為由受感染的肌肉纖維細胞至抗原呈現細胞間的交錯反應促成T細胞活化作用(Doe et al., 1996; Fu et al., 1997)。所以，對於以腺相關病毒載體運送的傳送基因所引發的免疫反應無法排除DCs可能擔任一個誘發針對腺相關病毒載體轉導基因的CTL反應之可能性。然而，不成熟或成熟的DCs捕捉腺相關病毒載體並擔任一個調節針對細胞內腺相關病毒載體轉導基因的免疫反應仍保留需要被確定。
以上的研究可能限制重組腺相關病毒在鼠科動物系統中所建立體內細胞外轉移一個有效的腫瘤抗原基因基因進入DCs之免疫治療方法的運用。重組腺相關病毒基因轉導入人類樹狀細胞的潛力隻前已經被報導過。在這些研究中，由人類骨髓所衍生的CD34+細胞以含有β-galactosidase的重組腺相關病毒感染，而β-galactosidase基因的表現能夠被偵測到(Chatterjee et al., 1999; Dhodapkar et al., 1999; Panelli et al., 2000; Schuler-Thurner et al., 2000)。然而，假如細胞以多種結合的cytokine去刺激誘發分化進入myeloid與lymphoid系統後並接著感染腺相關病毒，然後傳送基因的表現水平將會增加許多倍(Ponnazhagan et al., 1997)。在這些分開不同的實驗中，由人類臍帶血中分離出來的CD34+細胞，以解碼綠色螢光蛋白質(GFP)重組腺相關病毒載體進行轉導作用。新鮮分離的CD34+細胞會排斥轉導作用，但是在加入cytokine後卻增加十倍的產量(Nathwani et al., 2000)。在Ponnazhagan等相關研究人員操作的研究中(2001b)，重組腺相關病毒能在由人類單細胞所衍生的DC轉導基因，這型的DC被使用在許多的快速疫苗臨床測試中。這個單細胞母株以重組腺相關病毒轉導並接著和IL4與GM-CSF一同培養，結果生長出來的DCs產生健康的傳送基因表現。所有的研究證實傳送基因能進入人類DC細胞並支持重組腺相關病毒作基礎的載體具有成為未來人類的疫苗研究上最有潛力的工具。
總而言之，有些基因以腺相關病毒轉導能夠在不需要觸發免疫反應的情況下穩定表現。然而，之前的研究證也實以腺相關病毒運輸的傳送基因也能誘發細胞與體液對傳送基因蛋白質的反應。在鼠科實驗動物的模式中，腺相關病毒感染過的樹狀細胞幾乎偵測不到。相對的，在人類的模式中，腺相關病毒能夠感染樹狀細胞，並且傳送基因的表現能夠藉由與cytokines一同培養而增加許多倍的產量。所有的研究都指出傳送基因的特性，腺相關病毒載體給藥的位置與宿主的免疫敏感度皆會促成針對傳送基因產物的免疫反應。傳送基因透過腺相關病毒傳遞的免疫機制仍保留有待被清楚描述。
(二) 人類乳突瘤病毒E5基因生物及生化特性

摘要：

人類乳突瘤病毒16型E5蛋白(HPV-16 E5)，是一種包含83個胺基酸的強厭水性蛋白和宿主細胞的高基式體、內質網和核膜有關，且已被發現為一種致癌物。E5蛋白為一種膜結合蛋白，且可以活化上皮生長因子接受器(EGFR)。E5蛋白和ATPase蛋白的16KD次單元結合會活化EGFR，且會導致接受器低下調控的減少。EGFR的活化會開始一連串的生化反應，結果轉譯出一種變異的原致癌物，導致細胞的增生。另外，E5會抑制腫瘤抑制基因p21(WafI/SdiI/CipI)的基因表現，意指這種抑制是一種致癌物調控生長催化的機制。再者，E5基因以被認定為一種腫瘤疫苗抗原可以誘發毒殺性T淋巴球去抑制老鼠製造E5蛋白腫瘤細胞的生長。

關鍵字：

HPV-16, E5, oncogene, epidermal growth factor receptor.

引言：

人類乳突瘤病毒已被發現和良性的上皮損傷及癌症發展有關(55)。人類乳突瘤病毒6及11型主要引起良性疣和乳突瘤，因而被歸類為低危險性的型別。人類乳突瘤病毒16及18型則顯著的出現在惡性損傷(55)。其中16型被認定為引起子宮頸癌的主要型別(26,55)，並製造出三種使細胞轉型的致癌原蛋白－E5,E6,E7。主要引起細胞不朽化和轉型的為E6和E7蛋白(25,31,38)。人類乳突瘤病毒16型E5蛋白(HPV-16 E5)，是一種包含83個胺基酸的強厭水性蛋白和宿主細胞的高基式體、內質網和核膜有關，且已被發現為一種弱致癌物(13,33,51)。E5蛋白N端為三個穿膜的螺旋區和擴張到雙層脂質外的C端(50)。E5不同的架構提供相關生化和生物功能的訊息。

E5基因在被人類乳突瘤病毒16型感染的組織中的表現

在人類乳突瘤病毒陽性的原位子宮頸癌中，已被發現大量的病毒轉錄物多基因mRNA含有E5的公開閱讀框架(45)。有報告指出，E5 RNA和蛋白質大量出現在表皮鱗狀上皮損傷，且利用原位雜交免疫組織化學法可發現E5 RNA大量出現在表皮底層1／3處(5,45)。

當人類乳突瘤病毒基因體插入宿主基因體時E5基因通常會缺失(41)。一些證據顯示高危險性和低危險性的人類乳突瘤病毒DNA，都會以游離基因的形式出現在良性的產出式感染(19,21,34)。相對的，人類乳突瘤病毒DNA，已被發現在高危險性人類乳突瘤病毒感染的子宮頸癌生物檢體中，和子宮頸腫瘤細胞株中(21)。病毒的嵌入已被提議為漸進式子宮癌的重要歷程。然而不像其他的高危險性人類乳突瘤病毒，最近的報告指出，人類乳突瘤病毒16型的DNA以游離基因或嵌入式或游離基因和嵌入式共存的方式存在，在子宮頸癌中(5,10,11,19,36,43)。當然地，人類乳突瘤病毒16型E5轉錄物可以出現在鱗狀表皮子宮頸腫瘤中。且E5蛋白也可以在感染人類乳突瘤病毒16型的腫瘤晚期被發現。依據人類乳突瘤病毒DNA存在子宮頸癌的形式來看，40 %的人類乳突瘤病毒16型會以刪除E5基因的形式插入宿主基因體，而不表現E5蛋白。其他60 %的人類乳突瘤病毒16型則會以游離基因的形式或游離基因和嵌入式共存的方式，存在在子宮頸癌並人體中，進而表現E5蛋白。有報告指出E5蛋白主要出現在低於表皮1／3的表皮鱗狀上皮損傷中其以繁殖的形式而非分化的形式存在。這種組織證據顯示E5對感染初期，瘤的繁殖有貢獻。再者E5蛋白的表現對表皮感染初期，瘤的形成有關，但是對細胞惡性的轉型可能不是那麼必要。

所以E5蛋白對細胞從良性轉變成惡性可能沒有相關。近代發現，腫瘤在侵略性的損傷部位沒有E5轉錄物的表現，所以E5 RNA也不會表現在鄰近非侵略性的細胞中，這個發現支持了沒有相關性的缺失。所以40 %的腫瘤不會表現E5蛋白。使細胞轉型的因素可能是E6和E7。
在人類乳突瘤病毒感染組織中E5的差異

在子宮頸癌發展的所有階段中，人類乳突瘤病毒16型E5序列的差異已被分辨出來(1,6,27)。序列分析證實人類乳突瘤病毒16型DNA中有三個突變熱點3979,4042和4077。我們先前的研究證實，這些突變導致讀碼出四個E5蛋白突變物的E5基因區域中，六個核甘酸的序列差異。功能分析四個突變物蛋白後，顯示出只有一個胺基酸在44 I變成L,65 I變成V,和73 L變成V突變的E5突變物會降低轉型活力至59 %，相對於野生型的E5，但是其他三個E5突變物蛋白，相較於野生型的E5則沒有明顯的轉型活力差異。檢查E5蛋白的差異型態，在高等的鱗片上皮損傷(HSIL)中，皆會表現野生型的E5蛋白。但是在子宮頸癌組織中，野生型和突變型的E5蛋白皆會被偵測到，這種結果顯示E5蛋白在子宮頸癌發展和形成扮演重要的角色，但是突變的E5蛋白卻不影響轉型的過程。

E5影響表皮生長因子接受器(EGFR)以表皮生長因子依賴或非依賴的方式

E5是一種膜結合蛋白，且具有致癌的能力。E5如何扮演一個使細胞轉型的角色?依據牛乳突瘤病毒E5(BPV E5)，E5和細胞生長因子接受器間的關聯已被圖示說明了。直至今日，有了令人注目的證據顯示E5和表皮生長因子間的訊息傳遞。E5增強訊息瀑布，已有報告是以表皮生長因子依賴的方式。表皮生長因子長時間的治療，會導致表皮生長因子接受器的增加和磷酸化已被描述出來(47)。這種影響被描述成，減弱的接受器低下調節和在表現E5的細胞表面接受器的共存回收。這種加強接受器回收是依靠E5和內胞器表面的氫離子幫浦ATPase的16KD的次單元結合，導致接受器的低下調節。16KD次單元和乳突瘤蛋白16型 E5蛋白結合已在體外或體內實驗過(9,23,51)。 體內的結果顯示E5蛋白的表現在用E5轉染的細胞有明顯的表現和被人類乳突瘤感染的組織中。且相同處也發現了E5蛋白和16KD分子的複合物在高基式體和濾泡的膜。另一方面，利用糖化修飾的新合成的方子也是高基是體的主要功能。然而E5蛋白卻不影響細胞內的糖化作用。
相反地，用表皮生長因子短時間的治療(幾分鐘)後，細胞膜所增加的接受器的總量並沒有發生，但是增加的磷酸化卻可偵測到。靠E5活化表皮生長因子接收器會使氫離子幫浦ATPase無作用外，其他的可能是因為E5和表皮生長因子接受器成為複合體。我們未公開的實驗數據顯示，E5只會磷酸化表皮生長因子接受器，並不會增加表皮生長因子接受器的數目，而且可和表皮生長因子接受器結合。相同的，人類乳突瘤病毒16型 E5蛋白可以和表皮生長因子接受器結合(28)。雖然其他的作者還未實驗出這個複合物(14)。
有報告證實E5可增加訊息瀑布以表皮生長因子依賴的方式(18)。這篇文章指出，有三個主要的訊息路徑在哺乳動物體內被實驗出來。第一條路徑先活化磷酸化酪胺酸激脢接受器，接著導致活化MAP激脢ERK1∕2。第二，靠紫外線輻射活化JNKs。第三條路徑開啟細胞激素和高滲透閥導致p38MAP激脢家族(壓力激脢)(3,32,44)。雖然ERK1∕2激脢似乎和增生或分化有關聯，但是JNKs和p38並不直接和分裂物質連結。儘管如此，在哺乳動物細胞間不同訊息瀑布間的交叉溝通還是很常見(44)。這個研究中，他們顯示在滲透壓閥細胞，人類乳突瘤病毒16型E5蛋白會加強調節ERK1∕2活化暗指就是表皮生長因子依賴的方式。
生長因子接受器第一型家族包括:EGFR(erbB1)、erbB2、erbB3、和erbB4這些常常過度表現在多種的人類癌症細胞。在接受到配體時，接受器會形成同型或異型雙體使接受器酪胺酸激脢磷酸化。E5和表皮生長因子接受器之間已有廣泛的研究。被E5基因影響的這個家族其他的接受器很少被研究報告出來。只有少少的兩篇。一篇表示，E5蛋白明顯的和人類乳突瘤16型感染的損傷處的表皮生長因子接受器和erbB4 接受器，有明顯的關聯(5)，暗指這種E5的轉型活化可能和經過影響表皮生長因子同型雙體或erbB4的同型雙體的訊息路徑的活化有關，或表皮生長因子∕erbB4異型雙體的形成，自轉磷酸化同型體或異形雙體接受器在配體誘導提供的生長調控訊息(4,54)。另一個報告證實，在E5表現的細胞中利用表皮生長因子治療會加強活化erbB2接受器；和利用HB-EGF治療不會增加erbB4接受器的磷酸化(16)，E5和erbB家族的每一個接受器之間的結合影響，將會非常有趣也有待大家去研究證實。

E5和訊息的傳導

人類乳突瘤病毒16型的E5蛋白會活化表皮生長因子接受器。表皮生長因子接受器可以開啟各種生化物質最後導致原致癌物的轉錄。人類乳突瘤病毒16型的E5活化MAP激脢，被證實可以在表皮生長因子缺少或存在的情況(24)。人類乳突瘤病毒16型的E5影響MAP激媒的活化經過兩個路徑:一個是PKC依賴；另一個是接受器酪胺酸激脢調控的(非PKC依賴的)(15)。E5活化細胞核的致癌物，E5基因刺激 c-jun,junB和c-fos而那些可能為生長所需的活化基因(7,8,49)。人類乳突瘤病毒16型E5活化c-jun被報告經蛋白質激脢C(PKC)和ras依賴的路徑。E5活化細胞核致癌物的機制是E5活化c-jun經AP-1的結合處(7)和E活化c-fos經NF-1的結合處(8)。再者，E5可能增強病毒的基因表現經過活化AP-1和NF-1(8)。座落在人類乳突瘤病毒16型調節區的AP-1和NF-1的幾個結合處，這些轉錄因子可以活化加強人類乳突瘤病毒16型(12)。在病毒基因轉活化上E5扮演的角色已被報告出來。E5增強病毒E6∕E7的基因表現和刺激E7調節的細胞轉型(2,46)。
p21(WafI∕SdiI∕CipI)基因表現的抑制是一種致癌物調節生長促進的的機制。c-jun的表現導致角質細胞p21基因表現層次的減少。我們和其他的研究者表示人類乳突瘤病毒16型的E5蛋白活化c-jun的表現。再者，人類乳突瘤病毒16型的E5蛋白被報告會抑致p21(WafI∕SdiI∕CipI)腫瘤抑制基因的表現在NIH 3T3細胞和不朽化人類角質細胞(49)。E5蛋白抑制p21可能是一種E5刺激細胞增生的機制(49)。觀察E5抑制p21基因也建議為E7使人類角質細胞不朽化的附屬功能。人類乳突瘤病毒16型E7已被顯示和pRB結合進而不活化pRB(26)，這是一種細胞分裂的負調節。E7和pRB間的相互關連可能對人類角質細胞的不朽化很重要。然而，E7含有完整長度基因，抑制pRB的結合的突變，並不會使人類乳突瘤病毒16的DNA使人類角質細胞不朽化的功能廢止(29)。再者，皮膚內注射棉尾兔乳突瘤病毒DNA，和人類乳突瘤病毒有相似的感染途徑，其中序列突變的E7和pRB結合依然會誘導兔子中的乳突瘤(20)。我們觀察到E5抑制p21基因的表現，可說為E5為互補上述E7和pRB結合引起的突變。E5抑制p21基因可能導致CD4-cyclinD複合物更活化，接著磷酸化pRB因此不活化。因此E5可能加強E6和E7使細胞不朽的效率，值得去測試。

E5是一種生長刺激，存活，程序性死亡的因子。

儘管被人類乳突瘤病毒感染的細胞可能逃脫周圍環境的控制激轉值得去研究。在人類角質細胞E5蛋白的表現可能暗示縫隙－匯合處調控細胞間的傳導，這可能降低縫隙－匯合處調控細胞間的傳導和connexin(43)去磷酸化的共合，在角質細胞大量的connexin(39)。這可能暗示被人類乳突瘤病毒感染的細胞逃脫正常調控的機制(39)。人類乳突瘤病毒E5被偵測出可以誘導非嵌合的生長在不朽化的人類角質細胞，同時有c-jun和junB有更高得表現(7)。其他得研究者報告人類乳突瘤病毒16型E5基因可以使囓齒目纖維母細胞轉型，但是不會使角質細胞重疊的不朽化。再者，E5可以擴展這些細胞生活期進而表現分裂活性(48)。在含有表皮生長因子，E5表現纖維母細胞和角質細胞叢的密度只會增加細胞叢的大小，並不增加細胞叢的數目(39,42)。除了和表皮生長因子有關E5的轉型，ETA也被報告和E5轉型有關。人類角質細胞表現ETA接受器，接者產生刺激生長的反應endothelin-1(ET-1)。在生長因子缺乏的角質細胞，E5基因的表現會誘導DNA合成和加強ET-1的分裂活力(52)。以上的數據顯示E5可能扮演刺激生長因子的角色。
在環境壓力下，人類乳突瘤病毒16型E5扮演存活因子或程序死亡因子?紫外線照射原始角質細胞轉導E5基因的程序死亡反應，是一個明顯的紫外線β照射誘導程序性死亡(53)。E5蛋白和表皮生長因子(EGFR)的關聯，在人類角質細胞中，在表皮生長因子的刺激下加強表皮生長因子的活性。Phosphatidylinositol 3-kinase(PI3K)和ERK1∕2 mitogen-activated蛋白質激脢(ERK 1∕2 MAPK)，表皮生長因子下游的訊息分子，已被辨認參與兩個生存訊息路徑對應壓力的反應。事實上，E5可以加強表皮生長因子的活性可說明為E5可能辦扮演成生存因子。E5調控的屏障，對抗程序性死亡可被wortmannin和PD98059所阻礙，PI3K和ERK 1∕2 MAPK路徑的特殊抑制物，說明PI3K和ERK 1∕2 MAPK路徑和這個過程的關聯。
在滲透壓的存在下，E5是一種程序死亡因子。表現人類角質細胞和老鼠的纖維母細胞的人類乳突瘤病毒16型 E5，致敏化sorbitol誘導的程序性死亡(30)。E5表現的細胞對滲透壓更敏感，可能是因為被強忌水性物質修飾得細胞膜的原因。改變磷酸脂質的組合和磷酸脂脢的活性在E5基因表現的細胞已被報告出來了(17)。

E5和疫苗

E5表現在在子宮頸表皮瘤轉型的早期。早期損傷通常伴隨少許腫瘤細胞，免疫反應可能有很大的機會根除腫瘤細胞，在惡性損傷前甚於侵蝕性的子宮頸癌。骨節瘤已被報告有低層次的MHC class I & II mRNA，這可能阻礙角質細胞表現抗原，導致降低免疫的監督(37)。最近的報告表示，因為人類乳突瘤細胞16型引起的淋巴球的增生和鱗狀上皮瘤損傷(SILs)成反比(22)。因此在SILs和骨節瘤這些惡性損傷前期，當E5依然在表現時，利用E5為疫苗至E5表現的目標細胞，可能是個很好的策略，在惡性損傷前期演變成侵蝕性的子宮頸癌時。單一的肌肉注射，重組的人類乳突瘤病毒16型的腺病毒同種的動物，可以誘導腫瘤生長，在包含E5基因和經過CD8 T細胞的毒殺影響而非經過CD4 T細胞的損傷處(35)。
結論，人類乳突瘤病毒16型 E5的表現在被人類乳突瘤病毒感染的組織中，已被清楚的確認E5蛋白刺激病毒的基因表現和影響宿主的角色也被說明了。未來E5和erbB家族接受器的密切結合，E5和同型雙體或異型雙體接受器的自動磷酸化和轉磷酸化；和在子宮頸癌疫苗E5的影響將會是未來有趣的研究。

建議：

(1)電子網路的速度及廣度要改進。
(2)國內相關領域的科學家應組成討論會，定期討論各個實驗室data及組成讀書會，閱讀最新的資訊。
(3)動物進口，尤其是含有特種基因的動物，是否由國家動物中心辦理設定一套程序，大家可以依程序購買。
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