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摘要
這次能有機會至日本進修主要是因為申請到武田科學振興財團之獎學金，選擇日本廣島大學之原因為本人之研究興趣為C型肝炎病毒之基礎研究，而日本為C型肝炎之好發地域且C型肝炎病毒之基礎研究相當盛行。另一方面，廣島大學分子病態制御內科學胃腸部門之茶山一彰教授是研究C型肝炎病毒之專家，因此這次利用武田獎學金在廣島大學茶山一彰教授指導下從事C型肝炎病毒非結構性蛋白質5A的功能分析之研究。C型肝炎病毒可感染人體並引發急慢性肝炎、肝硬化乃至於肝細胞癌。目前，甲型干擾素，無論是單獨或合併ribavin，是治療C型肝炎病毒感染之主流，然而此以甲型干擾素治療而達到持續性反應，成績尚不夠理想。雖然NS5A之功能尚未清楚，但似乎在抑制干擾素反應上扮演一重要角色。值得注意的是在NS5A上(HCV基因型1氨基酸2282至2327)存在著多proline區域，其可能會與干擾素訊息傳導途徑之一重要因子-STAT1之SH3 domain有相互作用。因此我們提出假說認為NS5A會與STAT1有交互作用而在肝細胞由來之細胞株影響干擾素反應。在廣島大學之研究室，我們初步之結果証實NS5A會與STAT1有交互作用而在Hep3B細胞產生劑量依賴性之抑制STAT1磷酸化效果。同時此交互作用會抑制干擾素訊息傳導途徑之功能且似乎為肝細胞特異性。對NS5A蛋白及宿主STAT1交互作用之瞭解將開啟一條經由標的破壞或促進C型肝炎病毒-宿主蛋白複合體的新治療途徑。
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正文

目的

C型肝炎病毒可感染人體並引發急慢性肝炎、肝硬化乃至於肝細胞癌。目前，甲型干擾素，無論是單獨或合併ribavin，是治療C型肝炎病毒感染之主流，然而此以甲型干擾素治療而達到持續性反應，成績尚不夠理想。很多研究顯示出病毒基因型之差異而有不同之干擾素反應，暗示著一或多個病毒基因可能調控宿主細胞對甲型干擾素刺激之反應。如同其它對干擾素有阻抗性之病毒，C型肝炎病毒有著蛋白質可能可以與干擾素刺激產生之基因產物有交互作用而影響干擾素訊息傳導。本次研修之主要目的在於探討C型肝炎病毒非結構性蛋白質5A的對甲型干擾素之阻抗機轉之研究。本研究之依據是因在NS5A上(HCV基因型1氨基酸2282至2327)存在著多proline區域，其可能會與干擾素訊息傳導途徑之一重要因子-STAT1之SH3 domain有相互作用。因此我們提出假說認為NS5A會與STAT1有交互作用而在肝細胞由來之細胞株影響干擾素反應。因此這次利用武田獎學金在廣島大學茶山一彰教授指導下從事C型肝炎病毒非結構性蛋白質NS5A與STAT1有無交互作用及其對干擾素訊息傳導途徑影響的功能分析之研究。 
過程

在廣島大學研修之三個月期間，幾乎所有之時間都在研究室進行實驗之工作，基於上述之假說，我首先進行C型肝炎病毒非結構性蛋白質NS5A與干擾素訊息傳導途徑之一重要因子-STAT1有無交互作用之實驗；利用之細胞株為COS7及Hep3B，方法為將表達NS5A之質體轉染至上述之細胞株，再利用免疫沉降檢測NS5A是否與內源性之STAT1有特異性之交互作用，結果發現NS5A與內源性之STAT1有特異性之交互作用。接著我在肝癌由來之Hep3B細胞株中檢測NS5A對干擾素誘導之STAT1磷酸化之影響；結果發現NS5A會對干擾素誘導之STAT1磷酸化產生劑量依賴性之抑制效果。接著之實驗亦證實此交互作用會阻止STAT1進入細胞核內與干擾素刺激基因之啟動子DNA序列之結合。此外，我利用NS5A永久表達之Hep3B細胞株及luciferase assay，亦證明NS5A確實會抑制干擾素訊息傳導途徑。
在實驗室進行分子生物學實驗之餘，我利用空檔至廣島大學附屬病院之光學診療部進行治療內視鏡之見習，主要觀摩之焦點在早期胃癌之內視鏡黏膜下切除(ESD; endoscopic submucosal dissection)；此項技術在台灣尚屬萌芽階段，但在日本早已是一常規性之治療選擇。
心得

C型肝炎病毒感染在台灣之盛行率雖遠不及B型肝炎病毒感染，但在新生兒全面接種B型肝炎疫苗後，C型肝炎病毒感染造成之慢性C型肝炎、肝硬化乃至於肝細胞癌之重要性會日益顯著。目前，甲型干擾素，無論是單獨或合併ribavin，是治療C型肝炎病毒感染之主流，然而此以甲型干擾素治療而達到持續性反應，成績尚不夠理想。因此，解明C型肝炎病毒對干擾素阻抗性機轉之研究已是目前世界上C型肝炎病毒研究之一熱門課題。很多研究顯示出病毒基因型之差異而有不同之干擾素反應，暗示著一或多個病毒基因可能調控宿主細胞對甲型干擾素刺激之反應。C型肝炎病毒有著一些蛋白質，包含非結構蛋白質5A，可能會與干擾素刺激產生之基因產物有交互作用而影響干擾素訊息傳導。C型肝炎病毒之非結構5A基因製造一個447個氨基酸之磷酸化蛋白。雖然NS5A之功能尚未清楚，但諸多之研究顯示其在抑制干擾素反應上扮演一重要角色。之前之研究顯示在人類子宮頸癌細胞株表達NS5A蛋白質並不影響STAT/JAK訊息傳導。然而這些研究是在肝細胞由來之細胞株上實驗，其相關性值得存疑。肝細胞由來之細胞株也許才是研究C型肝炎病毒之合理工具。除此之外，值得注意的是在NS5A上(HCV基因型1氨基酸2282至2327)存在著多proline區域，其可能會與干擾素訊息傳導途徑之一重要因子-STAT1之SH3 domain有相互作用。因此我們提出假說認為NS5A會與STAT1有交互作用而在肝細胞由來之細胞株影響干擾素反應。我們初步之結果証實NS5A會與STAT1有交互作用而在Hep3B細胞產生劑量依賴性之抑制STAT1磷酸化效果。在廣島大學之研究室，我們初步之結果証實NS5A會與STAT1有交互作用而在Hep3B細胞產生劑量依賴性之抑制STAT1磷酸化效果。同時此交互作用會抑制干擾素訊息傳導途徑之功能且似乎為肝細胞特異性。對NS5A蛋白及宿主STAT1交互作用之瞭解將開啟一條經由標的破壞或促進C型肝炎病毒-宿主蛋白複合體的新治療途徑。
建議

由於此次在廣島大學之研修僅有三個月，時間上說長不長，說短不短，然而我幾乎所有之時間都在研究室進行實驗之工作，僅利用回國前之一星期至廣島大學附屬病院之光學診療部進行治療內視鏡之見習，雖說觀摩之早期胃癌之內視鏡黏膜下切除技術在台灣尚屬萌芽階段，但在日本早已是一常規性之治療選擇。很可惜的是無法親自操作實習，因此雖略有心得，但實際應用尚有一段距離。而實驗室之工作又因沒有足夠之研究經費及適應一新的工作環境而有事倍功半的感覺，事後分析，三個月之研修期間似乎以學習一新的技術較為恰當而非從事實驗室之工作。
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