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摘要

細胞移植有許多優點，包括較不具侵入性的移植過程，因此將來有可能取代器官移植而成為器官衰竭病人治療的第一選擇。肝細胞移植不管在動物實驗上或臨床上都已被證明可以用來治療多種不同的肝臟疾病，包括慢性肝硬化、急性肝衰竭，及先天性肝臟代謝疾病。但從過去在臨床上所累積的肝細胞移植經驗裡發現仍有許多問題需要克服，包括1﹪－5﹪的捐贈肝細胞不足以完全改善受贈者的肝臟代謝缺失，另外異體移植肝細胞會引起較強的免疫排斥反應所以植入的肝細胞容易被排斥掉等。為建立及發展國內應用肝細胞移植來治療肝臟疾病的研究及技術 筆者於美國從事兩年的肝細胞移植研究 並且得到很好的結果。在動物實驗裡我們發現給予宿主前置訓練可以非常有效的刺激嵌入的移植肝細胞，使其和幹細胞一樣，在宿主體內不斷繁殖，並進而取代宿主肝細胞，有效增加數十倍的肝細胞移植效率。捐贈肝細胞佔據宿主肝臟體積的比率並進而達到完全改善宿主肝臟代謝缺失的治療目標。另外在動物實驗裡我們也發現異體肝細胞需要更強的抗排斥藥物來避免排斥反應的發生；而且有些抗排斥藥物對於移植肝細胞的繁殖有抑制作用。所以選擇抗排斥藥物夠強且沒有其他附加作用的藥物組合將有助於異體移植肝細胞的長期存活。回國後希望能在國內建立肝細胞移植的技術,並繼續從事相關研究,進而把研究成果推廣到臨床成為治療肝臟疾病的一種選擇.
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目的
肝病是台灣的國病。根據衛生署的統計，在台灣因慢性肝病及肝硬化所造成的死亡率是日本的三倍，美國的兩倍。同時台灣也是B型肝炎的高盛行區，因為B型肝炎所導致的猛爆型肝炎死亡率也高達80～90%。另外還有為數不少的病人因先天性的肝臟代謝缺失而無法維持正常的生活。針對這些慢性肝硬化、急性肝衰竭及先天性肝臟代謝缺失的病人，目前最有效的治療方式就是肝臟移植。在台灣雖然政府及社會民間不斷宣導器官捐贈的風氣，但捐贈器官來源短缺一直是治療這些肝臟衰竭病人的最大障礙。很多病人因等不到適當的肝臟捐贈而結束生命。近年來我們極力發展活體肝臟捐贈的治療方式，但仍有部分病人因各種不同原因無法受惠於這樣的治療方式，且活體捐贈者的安全及長遠影響一直是我們關心的問題。

    細胞移植是近年發展出來對器官衰竭病人的治療方式。細胞移植的好處包括：1.只需要將分離出來的細胞經由注射的方式打入體內，不需要很大的手術傷口去移除舊有器官及植入新器官；所以細胞移植本身是一個相對安全的治療方式，病人恢復極快。 2.分離出的細胞若不馬上使用，亦可冷凍保存，成另一個細胞庫，當病人有需要時，隨時可由細胞庫內挑選與病人組織配對相符合的細胞，解凍並進行移植手術，對一些病情危急的病人有相當大治療上的方便性。 3.若已移植入的細胞在一段時間後已失去功能(如：排斥），可反覆多次的移植新的細胞以維持正常生理功能。 4.通常我們不需要100%的細胞來維持正常的生理功能，舉例來說，30%的肝細胞已足夠維持正常的肝臟代謝需求，所以一個捐贈者所分離出來的細胞可用來治療3個受贈者，對於器官來源短缺的台灣社會而言，是一個很有效益的器官衰竭病人治療方式。因為有這些優點，細胞移植有可能會逐漸取代器官移植而成為治療器官衰竭病人的首選。目前在美國胰島細胞移植臨床上已被成功用來治療糖尿病人，並且得到不錯的成績（一年移植細胞存活率90%）。將來胰島細胞移植有可能取代胰臟移植而被廣泛用來治療糖尿病人。

    肝細胞移植在動物實驗上已被證實可以有效地治療各種不同的肝臟疾病，包括慢性肝硬化，急性肝衰竭及先天性代謝疾病。1~8在我們最近所寫的一篇有關肝細胞移植的回顧性文章裡也整理出文獻上近十年所累積的60例臨床上用肝細胞移植來治療肝臟疾病的經驗。9~16從這些累積的臨床經驗我們可發現，肝細胞移植在臨床上的確可以改善上述肝衰竭病人的肝臟代謝功能；但這樣的改善是屬於部分性的，並非完全彌補這些病人的肝臟代謝缺失。至於造成只有部分性的肝臟代謝缺失改善的原因主要在於這些病人只移植1%～5%的肝細胞，而這樣數目的肝細胞沒辦法維持正常的生理需求。因此，如何增加肝細胞所佔受贈者肝臟體積的比率是肝細胞移植在臨床上被廣泛應用前的一大挑戰。為建立及發展國內應用肝細胞移植來治療肝臟疾病的研究及技術,筆者申請於Dec.2003~Nov.2005到 美國紐約Albert Einstein Medical College Prof. Sanjeev Gupta的實驗室從事兩年的肝細胞移植研究。

過程

從筆者在美國所參與的實驗室研究發現受贈者的肝臟在肝細胞移植後會產生缺血-再灌流傷害。也因此每次移植只能注射約2%的捐贈者肝細胞以避免引起受贈者肝臟的不可逆傷害。另外我們也發現這些2%的捐贈者肝細胞只有五分之一能穿透內皮細胞而成功進入受贈者的肝臟內，其餘五分之四（80%）的移植細胞在24～48小時內會被受贈者本身的發炎細胞所清除掉（Kupffer call、monocyte、neutrophil）。25所以每次移植只能有0.4%的捐贈肝細胞嵌入受贈者肝臟內。要提高肝細胞移植的效率第一個努力的方向是提高肝細胞移植後，捐贈細胞嵌入(engraftment)受贈者肝臟內的比率。在動物實驗上，我們證明vasodilators，doxorubicin、cyclophosphamide、monocrotaline、fibronectin等藥物可藉由內皮細胞的破壞有效的增加捐贈細胞的嵌入率。21,22 Gadonium、Rapamycin等藥物可藉由抑制Kuffer cell等發炎細胞的活性，來降低捐贈細胞被清除的機會並增加捐贈細胞的嵌入率。25雖然藉由各種不同的藥物作用可有效的提高捐贈細胞的嵌入率，但最有效的提高肝細胞移植效率的方法是刺激嵌入的捐贈肝細胞在受贈者體內不斷的繁殖(proliferation)，並取代受贈者的肝細胞。我們都知道肝細胞和幹細胞一樣都有很強的增生繁殖能力。提高捐贈細胞的嵌入率最多只能增加5倍的肝細胞移植效率，但若能促使嵌入的捐贈肝細胞不斷地複製繁殖，則能增加幾十倍甚至幾百倍的肝細胞移植率。要如何促使嵌入的捐贈肝細胞在受贈者體內不斷繁殖，受贈者的前置訓練(preconditioning)是一個最重要的關鍵點。一個好的，並且能有效促使嵌入的捐贈肝細胞繁殖的前置訓練必須要能達到兩個目的，包括：1.創造一個有利於肝細胞繁殖的環境(hepatotrophic environment)，目前在動物實驗被證實有效的方法包括部分肝切除，暫時性缺血，注射肝細胞生長因子、四氯化碳等  2.選擇性的抑制宿主肝細胞的繁殖能力，以加強捐贈肝細胞的繁殖競爭力，目前在動物實驗被證實有效的方法包括化學藥物或放射治療引起的宿主細胞傷害。  這兩個目的必須要能同時達到才能最有效的促使嵌入捐贈肝細胞的不斷繁殖，也才能促使捐贈肝細胞廣泛的取代宿主的肝細胞，並進而達到以肝細胞移植來完全改善肝臟代謝的治療目的。在動物實驗裡，多種不同的前置訓練都被證明可有效的促使捐贈肝細胞繁殖並廣泛的取代宿主肝細胞。17~20但這種利用宿主的前置訓練來提高肝細胞移植效率的觀念仍未使用在臨床上。為改善臨床上肝細胞移植對肝臟疾病的治療效果，宿主的前置訓練扮演著急重要的角色，如何將前置訓練在動物實驗所得到的經驗與結果運用在臨床上將是肝細胞移植臨床治療的一大考驗。也因此在計畫中我們預計建立用異體肝細胞移植來治療肝臟疾病的大動物模式，並運用將來臨床上較可行的前置訓練方式（局部放射治療加上局部缺血—local radiation and transient ischemia）在此大動物模式上促進移植肝細胞的繁殖及改善肝細胞移植的療效，以作為肝細胞移植臨床廣泛應用前的基礎。

    異體移植仍須用抗排斥藥物來抑制排斥反應的進行以提高移植物的存活率。肝臟本身和其他器官(心臟,腎臟)比起來是比較不容易產生免疫排斥的器官。26早期有人認為肝細胞分離出來後，因為已經排除容易引起免疫反應的膽道內皮細胞，所以分離出來的肝細胞引起的免疫排斥反應應比整個肝臟所引起的反應更輕微。27但根據文獻上有限的證據及我們的實驗發現，異體肝細胞移植所引起的免疫反應其實是相當強。一般器官的免疫排斥反應是經由CD4 T淋巴球幫忙，CD8 T淋巴球中介的機制。但異體肝細胞所引起的免疫排斥反應不僅可以經由此CD4 T淋巴球幫忙，CD8 T淋巴球中介的傳統機制；在沒有CD4T淋巴球的幫忙下CD8 T淋巴球自己也可以引起夠強的免疫反應並排斥掉異體移植物。23,24另外在其他異體移植物可以避免或降低排斥反應的共同刺激阻斷分子（CTLA4Ig、CD40L、ICOS、PD-1），並不能有效延長異體移植肝細胞的存活。28這代表異體移植肝細胞有其他獨特的免疫排斥機制。既然異體移植肝細胞會引起較強烈的免疫排斥反應，因此將來在臨床上的廣泛應用也需較強烈的抗排斥藥物。現在在臨床上使用的抗排斥藥物很多都具有抗細胞繁殖的作用，而且這種抗細胞繁殖的作用不僅偵對免疫細胞，很多實驗都證明這些抗排斥藥物對一些非免疫細胞也有抗細胞繁殖的作用。29因此我們所關心的是將來在臨床上不可避免使用地這些抗排斥藥物除了抗排斥作用之外，是否會對我們的移植捐贈肝細胞產生其他附加的作用？從我們的研究中發現，從細胞嵌入和細胞繁殖的角度來看，FK506（Tacrolimus）和MMF對移植肝細胞並沒有統計學上的差異存在。但Rapamycin對移植肝細胞就有不同的效果，包括它可以藉由抑制宿主發炎細胞的侵入，減少移植肝細胞被清除的機會並增加2倍的移植肝細胞嵌入；但rapamycin卻也同時完全抑制嵌入捐贈肝細胞的繁殖。我們這些不同抗排斥藥物對移植肝細胞附加作用的實驗結果對將來臨床上選擇適當的抗排斥藥物來抑制異體肝細胞移植的免疫反應有很大的助益。當我們在選擇抗排斥藥物時，除了考慮他的抗排斥效果之外，還需考慮他對於移植肝細胞所可能產生的除了抗排斥作用以外的附加作用。因此在本計畫裡，我們也將使用不同的抗排斥藥物在所建立的大動物異體肝細胞移植模式，嘗試找出最適當的藥物組合，以作為將來臨床應用的基礎。

筆者過去兩年在美國紐約Albert Einstein Medical College 的Liver Research Center從事肝細胞移植的研究，並得到許多有趣的結果，希望回國後也能繼續從事相關研究，並將肝細胞移植應用在臨床上成為肝臟衰竭病人的治療方式，茲將筆者的研究成果簡述如下：
1. 宿主肝臟內廣泛性的捐贈肝細胞繁殖—一個新的非侵入性，非基因轉殖性的前置訓練模式

    如何增進肝細胞移植的效率是在臨床廣泛應用的一大挑戰，我們研究發展出一個新的，非侵入慶，非基因轉殖性的宿主前置訓練方式。此宿主前置訓練方式包括肝細胞移植前的cytochrom P450（CYP）誘導藥物及 monocrotaline (MCT)，另外在肝細胞移植後我們給予甲狀腺素（tri​iodothyronine (T3))。在此新的宿主前置訓練方式下，我們不僅可以增加3倍的移植肝細胞嵌入(engraftment)，同時也可以很有效的促進嵌入的肝細胞繁殖(proliferation)，使得在細胞移植後兩個月，宿主肝臟已有70%被捐贈肝細胞所取代(repopulation)。
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圖1：用D PP4化學組織染色法來對移植肝細胞做形態學上的分析。移植肝細胞可顯現DPP4染色（紅色,箭頭）因此可輕易的被認出。 (a)在控制組我們得到只有169 ± 7個移植細胞在每100個門脈區。 (b) 宿主前置訓練後細胞嵌入率顯著改善，增加3倍到517 ± 31個移植細胞在每100個門脈區。 (c)嵌入的移植肝細胞假如沒有前置訓練的話，永遠都保持著單個細胞的狀態，即使在移植後兩個月仍沒有任何繁殖跡象。 (d)宿主在經過前置訓練及細胞移植後的甲狀腺素治療後，移植肝細胞可在宿主肝臟內大量繁殖並取代原有的宿主肝細胞。在肝細胞移植後兩個月，宿主肝臟已有70%被捐贈肝細胞所取代（a、b—400X，細胞移植後7天，c、d—100X，細胞移植後2個月）。
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圖2：定量分析宿主在前置訓練後，移植肝細胞在宿主肝臟內的繁殖效率。

2. Rapamycin對肝細胞移植的雙向效果—促進移植肝細胞的嵌入(engraftment)但抑制移植肝細胞的繁殖(proliferation)

    異體移植需要抗排斥藥物來避免排斥反應的發生及延長異體移植物的存活。大部分目前臨床上所使用的抗排斥藥物不僅作用在免疫細胞，同時也作用在非免疫細胞。Rapamycin對移植肝細胞有雙向的效果，包括促進移植肝細胞的嵌入但抑制移植肝細胞的繁殖。這雙向的附加作用使得Rapamycin對移植細胞沒有繁殖能力的異體細胞移植來說（如islet cell、胰島細胞移植）具有加成的效果，但對移植細胞有很強繁殖能力的異體細胞移植來說（如肝細胞、幹細胞），並不是一個很好的選擇。
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圖3：Rapamycin在肝細胞移植的雙向效果。在DPP4組織化學染色後移植肝細胞可被輕易認出（紅色箭頭）。 (a) 在控制組的動物可發現只有970±375移植肝細胞在每立方公釐的宿主肝臟內。 (b)在rapamycin治療後，移植肝細胞的嵌入率可增加2倍以上到2318±74移植肝細胞在每立方公釐的宿主肝臟內。 (c)控制組的動物宿主在經過retrosine及部分肝切除的前置訓練後，移植肝細胞可在移植後3個禮拜取代50%的宿主肝細胞。 (d)動物宿主在接受rapamycin的治療後抑制了移植肝細胞的繁殖（a、b—400X，肝細胞移植後一個禮拜，c、d—100X，肝細胞移植後三個禮拜）。
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圖4：Ki-67免疫染色來偵測肝細胞的複製。在部分肝切除後30個小時，在控制組或MMF治療的動物有超過70%的肝細胞在積極的複製，但Rapamycin治療後，積極複製的肝細胞被抑制到20%。

3. Connexin32對於移植肝細胞長期存活的重要角色

  Connexin32是肝臟內構成肝細胞彼此間間隔接合點( gap junction)的主要蛋白質。在以前的實驗裡我們證明宿主肝細胞的connexin32表現在細胞移植後會短暫消失。此間隔接合點的短暫消失也有助於肝移植細胞嵌入宿主肝細胞間。在移植肝細胞嵌入宿主肝細胞間後，它必須重新建立和宿主肝細胞間的間隔接合點，以便能和宿主肝細胞間有雙向的訊息傳遞。在我們的實驗裡發現。當我們使用connexin32 knock out的老鼠當捐贈者時，移植肝細胞因沒有connexin32的表現，所以無法和宿主肝細胞建立彼此間雙向的訊息傳遞管道，因此也無法在宿主肝臟內長期存活。我們的這個實驗更進一步證明connexin32在移植肝細胞長期存活的重要性。
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圖5：connexin32在移植肝細胞長期存活的重要角色。移植肝細胞可藉由DPP4組織化學染色來追蹤（紅色箭頭）。 (a)從野生種老鼠來的捐贈肝細胞在移植後一個禮拜可完全嵌入宿主肝細胞間並建立和宿主肝細胞的鍵結關係（直線型的DPP4染色）。 (b)從野生種老鼠來的捐贈肝細胞在移植後可長期存活並保持一定的嵌入細胞數目。 (c)從connexin32缺陷老鼠來的捐贈肝細胞在移植後可移動到宿主肝細胞間，但因為沒辦法和宿主肝細胞間重新建立連結關係，所以移植細胞在一個禮拜後就消失不見(d)（a、b—野生種老鼠肝細胞捐贈者，c、d—connexin32缺陷老鼠肝細胞捐贈者，a、c—肝細胞移植後一個禮拜，b、d—肝細胞移植後兩個禮拜，400X）。
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圖6：定量分析從不同捐贈者來的肝細胞在移植後的嵌入率。野生種的肝細胞可以長期存活並維持一定的嵌入細胞數。Connexin32缺陷的肝細胞在一個禮拜後就消失不見。Connexin32 heterozygous的肝細胞只能稍微延長存活到10天，之後也消失不見。

目前用肝細胞移植來治療肝臟疾病在小動物實驗上有很好的結果。臨床上證明肝細胞移植可被用來治療各種不同的肝臟疾病。但為有效提升肝細胞移植的療效，宿主的前置訓練及適當的抗排斥藥物選擇是兩個重大的關鍵。世界各國已有多個研究中心致力於這方面的研究。我們本身也有多年肝細胞分離、體外培養、體內移植的經驗。筆者過去兩年在美國偵對肝細胞移植的研究也在小動物模式上獲得許多有趣的成果。因此希望建立大動物的模式，並在大動物模式上進行宿主的前置訓練及抗排斥藥物選擇的實驗，以作為將來臨床廣泛應用的基礎。
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心得

首先要感謝師長及院方的支持, 讓我有此機會出國進修,最大的心得是: 細胞移植是將來的趨勢, 有可能取代器官移植成為治療器官衰竭病人的首選, 因此我們在國內也應積極發展此項治療方式的研究及臨床應用, 並希望自己回國後能將在國外所學習的技術及觀念帶回國內, 繼續從事相關研究 .
建議事項

1. 用肝細胞移植來治療肝臟疾病在國外已有不錯的動物實驗結果及初步的臨床經驗, 但國內從事相關研究的人才及資源很少. 需鼓勵更多的人才及資源投入相關研究.
2. 由動物實驗結果得知, 宿主的前置訓練(preconditioning)是改善肝細胞移植治療效果的有效方式. 如何將宿主的前置訓練運用到臨床上是臨床上廣泛應用肝細胞移植來治療肝臟疾病的一大挑戰. 我們應投入宿主前置訓練的相關研究, 以期能趕上甚至超越國外的進展.
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