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摘要

台灣地區好發之肝癌、鼻咽癌等，仍是國民健康的重大威脅。使用足以抑制或預防癌化過程的化合物或藥物，來達到”癌症化學預防(chemoprevention)的目的，是一個值得探討的策略。本部過去曾參與台大醫學院”薑黃素化學預防藥物”研究團隊，在動物實驗中、體外細胞株模式中發現薑黃素具有預防癌症發生的可能性。然而這些臨床前期研究仍需更進一步的臨床研究來加以証實。由於本部在化學預防藥物機轉基礎研究的深入上、以及大型第三期化學預防藥物臨床試驗的實務上，尚有不足之處，急需培育具潛力的研究人員，以持續此一工作。
由於成功的癌症化學預防研究是有賴涵蓋基礎及臨床等多個領域的專家相互協調、合作來完成。進修的重點將包含：(1) 基礎研究：包括深入的機轉研究、藥物篩選、癌症生物中介因子的確認與分析等 (2) 危險族群之認定：特殊的基因分析、或環境危險因子暴露、以及基因環境因子交互作用等分析。(3) 癌症化學預防藥物臨床試驗，特別是第三期隨機取樣之大型試驗的設計及執行。

本次前往美國德州大學M.D. Anderson癌症中心進修，就是希望在癌症化學預防的領域，由過去該中心成功的研究經驗，學習如何整合基礎研究的結果，尋找有意義的「替代性生物指標」﹝surrogate end point biomarkers﹞，學習設計及執行第二期及第三期臨床試驗以驗證其療效，並期待未來能將此一領域的研究應用於本土常見的癌症之上。
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目的

癌症的化學預防 (chemoprevention)，一般是指利用藥物來抑制細胞的癌化過程(carcinogenesis)、或是對於已經存在的惡性前期(premalignant)的細胞病變給予治療，以阻止其持續惡性化或甚至將其癌化過程予以逆轉。癌症化學預防的研究在國外已有多年經驗，從這些經驗中我們可以發現：癌症化學預防研究成功的關鍵，在於臨床前﹝pre-clinical﹞及臨床研究的密切配合。在臨床前研究部分，包括對於個別癌症發生的分子機轉的研究，藉以找出適合作為化學預防藥物標的的關鍵分子；也包括公共衛生及流行病學的研究，藉以探討癌症發生與特定環境因子的關係。在臨床研究部分，對於有潛力的化學預防藥物，必須進行第一期﹝phase I﹞試驗以了解藥物的安全性及藥物動力學特性，第二期﹝phase II﹞試驗以尋找適當的「替代性生物指標」﹝surrogate end point biomarkers﹞並初步評估療效，第三期﹝phase III﹞試驗以判斷化學預防藥物的真正療效。這些研究從設計到執行均要花費可觀的人力及時間，而一個訓練良好的研究團隊則是研究成功的必要條件。

目前國外對於化學預防研究，成效較為卓著的包括：使用tamoxifen及raloxifene﹝均為雌激素接受體之抑制劑﹞預防女性乳癌；使用selenium、vitamin E或finasteride﹝為雄激素代謝重要酵素5-alpha reductase之抑制劑﹞預防攝護腺癌，及使用cyclo-oxygenase(COX) 抑制劑﹝如NSAIDs或其他COX-2抑制劑﹞來預防大腸直腸癌等。然而對於國人常見的癌症，如肝細胞癌、鼻咽癌等，相關的研究仍然相當缺乏。因此，在國內建立一個專注於國人常見癌症的化學預防研究團隊，是一項非常重要的工作。

本次出國進修的目的如下：

(1) 在臨床研究部分：首先將學習整合基礎研究的結果，尋找有意義的「替代性生物指標」﹝surrogate end point biomarkers﹞，並學習設計第二期臨床試驗以證明這些指標在臨床的實用性。其次將於相關的臨床試驗中心學習第三期隨機取樣大型試驗的設計及執行。

(2) 在基礎研究部分：將於相關的實驗室中，了解如何從目前快速進展的基因體及蛋白質體研究中，對癌化過程建立一個更全面性的研究模型；從而有效的篩選具有潛力的化學預防藥物以進一步發展。

過程

本次出國進修選擇美國德州大學M.D. Anderson癌症中心作為進修地點，具有雙方面的意義。首先，M.D. Anderson癌症中心歷年來均是美國排名前兩名﹝與紐約的Memorial Sloan-Kettering 癌症中心齊名﹞的整合性癌症中心﹝comprehensive cancer center﹞，在癌症臨床試驗，不論是有關藥物治療或是化學預防的試驗部分均執世界之牛耳，上述有關乳癌、大腸直腸癌、攝護腺癌等之化學預防臨床及基礎試驗，M.D. Anderson癌症中心均為主要執行中心之一。在與德州大學生物醫學研究所﹝Graduate School of Biomedical Science﹞合併之後，對於基礎醫學以及轉譯研究﹝translational research﹞的整合更有重大的進展。其次，此次前往之分子及細胞腫瘤研究部﹝Department of Molecular and Cellular Oncology﹞主持人洪明奇教授及指導教授Dr Mickey Hu均為癌細胞訊息傳導路徑研究領域的專家，在這裡進修除了可以對相關研究得到全面性的了解，對於未來雙方的合作研究也將奠定更好的基礎。

本次進修於2004年12月6日抵達美國開始，為期一年。於2005年12月2日返回原服務單位臺大醫院腫瘤醫學部。

心得

近年來有關癌症發生學的研究，在許多方面有長足的進步，包括﹝1﹞發現重要的致癌基因﹝oncogenes﹞及抑癌基因﹝tumor suppressor genes﹞的突變；﹝2﹞基因外﹝epigenetic change﹞變異，例如DNA methylation或histone acetylation的異常，對於基因表現調控的影響；﹝3﹞癌細胞基因不穩定現象﹝genetic instability﹞；﹝4﹞細胞訊息傳遞路徑的異常；﹝5﹞上皮細胞內之癌前病變﹝intra-epithelial pre-malignant lesions﹞的分子變異。這些對於癌細胞分子異常的知識對於癌症預防的研究以及新治療的發展均有重大的影響 
。

舉例而言，在分子流行病學以及遺傳流行病學的進步，使得學者現在對於基因-基因之間以及基因-環境因子之間的互相影響，所造成的個體罹癌風險的差異，有更深入的了解。例如對於調控類固醇荷爾蒙代謝的遺傳差異﹝包括SRD5A2, CYP17等﹞就可以部分說明不同人種或是個體之間，對於攝護腺癌或子宮內膜癌等與荷爾蒙相關癌症的發生率差異
,
。此外，藥物基因體學﹝pharmacogenomics﹞的研究指出，個體間的遺傳差異也會影響對於癌症化學預防藥物的效果。例如維甲酸﹝isotretinoin﹞對於頭頸部癌症的預防效果，可能會受到受試者cyclin D1基因型變異的影響 
；aspirin對大腸癌的預防效果可能受到CYP 2C9基因多型性﹝genetic polymorpism﹞影響 
；finasteride對攝護腺癌的預防效果可能受到SRD5A2基因多型性影響 
；tamoxifen對於具有BRCA2基因突變的患者可能有預防乳癌的效果，但對BRCA1基因突變的患者則無 
。

 對於癌細胞分子異常的研究，除了可以作為評估罹癌的風險外，更重要的是可以作為早期診斷的依據，以及作為預防或是治療性藥物研發的標的，並且可以用來追蹤這些治療的療效。M.D. Anderson Cancer center 在過去十餘年間曾主導或參與多項有關癌症化學預防的大型臨床試驗以及相關的基礎以及轉譯研究，包括口腔癌、攝護腺癌、大腸直腸癌、乳癌、肺癌等。從這些經驗中我們一方面可以了解過去癌症化學預防研究發展的方向以及所遇到的問題，一方面也可以透過這些經驗的學習，對於未來我們設計及執行本土重要癌症﹝如肝癌、胃癌、鼻咽癌﹞的化學預防試驗時的重要參考。以下即介紹幾個重要癌症化學預防試驗的經驗，包括目前的成果、所遇到的問題以及未來的可能發展：

大腸直腸癌的化學預防：非類固醇類抗發炎藥物﹝non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAID﹞

早在80年代就有流行病學研究指出使用aspirin可能降低大腸直腸癌的發生率
 。 其後多項研究均一致顯示：長期使用aspirin的患者相較於不使用aspirin者，其大腸癌風險大約降低50%
。 大腸內腺性息肉﹝adenomatous polyp﹞是目前已知最重要的大腸癌「癌前病變」。流行病學的研究也指出，長期使用aspirin或其他NSAID可以減低大腸內腺性息肉的發生率
,
。下圖是目前所知大腸癌發生過程中重要相關病理以及分子異常
，可以看出腺性息肉的產生在大腸癌發生過程中居於關鍵的地位。由於大腸癌發生的時程很長，因此癌性息肉就變成測試化學預防藥物療效的重要替代性生物指標﹝surrogate biomarker﹞。
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   有兩個大型隨機臨床試驗，分別針對過去診斷大腸直腸癌的病患或是診斷有大腸腺性息肉的病患，給予aspirin或是安慰劑治療，觀察患者腺性息肉的發生率作為預防大腸直腸癌療效的替代指標 
,
。 由下表可見aspirin對減少新息肉的產生確實有療效。

	作者


	受試者
	治療
	產生新息肉的相對危險﹝relative risk﹞

	Baron et al
	過去診斷大腸腺性息肉
	Placebo (n=372)
	1

	
	
	Aspirin 81 mg/day (n=377)
	0.81 (0.69 – 0.96)

	
	
	Aspirin 325 mg/day (n=372)
	0.96 (0.81 – 1.13)

	Sandler et al
	過去診斷大腸直腸癌
	Placebo (n= 318)
	1

	
	
	Aspirin 325 mg/day (n=317)
	0.65 (0.46 – 0.91)


此外，針對一個特殊的遺傳症候群familial adenomatous polyposis的患者﹝由於APC基因的突變造成大腸多發性腺性息肉增生，患者一生中罹患大腸癌的機率接近100%﹞使用NSAID﹝包括sulindac及celecoxib﹞也可以有效減低患者腺性息肉的生長 
,
。因此aspirin及其他NSAID被認為是大腸癌化學預防極具潛力的藥物
。

Aspirin與其他NSAID抗發炎以及化學預防的作用機轉，主要與環氧化脢﹝cyclooxygenase-2, COX-2﹞的抑制有關。COX-2在許多發炎或是細胞增生的狀況都會增加表現，許多生長因子﹝growth factors﹞及與發炎相關的細胞激素﹝pro-inflammaotry cytokines﹞均會誘發COX-2之表現。COX-2在細胞內最重要的功能是前列腺素﹝prostaglandins﹞之合成。已有許多文獻指出，porstaglandins在細胞增生、細胞訊息傳遞﹝例如與epidermal growth factor receptor訊息傳遞路徑之間的交互作用﹞，以及腫瘤血管新生的調控均扮演重要的角色。學者也發現，許多NSAID除了對COX-2的抑制作用外，對於其他分子標的的作用也可能與這一類藥物引起細胞凋亡的現象有關，例如對15-lipooxygenase 1或是peroxisome preliferator-activated receptor-之調控
,
。

由於COX-2抑制劑對作用標的的選擇性，因此對腸胃道的副作用較一般NSAID為輕。但是最近幾項研究卻指出，使用COX-2抑制劑來預防大腸癌發生，會導致使用者心臟血管病變明顯增加，重要研究結果如下表所示：
,

	作者


	受試者
	治療
	產生心臟血管毒性的相對危險

	Bresalier et al
	過去診斷大腸腺性息肉
	Placebo (n=1299)
	1

	
	
	rofecoxib 25 mg/day (n=1287)
	RR: 1.92 (1.19 – 3.11) for thrombotic event; RR

4.61 (1.50 – 18.83) for heart failure

	Solomon  et al
	過去診斷大腸腺性息肉
	Placebo (n= 679)
	1

	
	
	Celecoxib 400 mg/day (n=685)
	HR: 2.3 (0.9 – 5.5) for cardiovascular death, myocardial infarction, stroke, or heart failure

	
	
	Celecoxib 800 mg/day (n=671)
	HR: 3.4 (1.4 – 7.8)


RR: relative risk; HR: hazard ratio

由上面的例子可見，一個成功的化學預防藥物除了必須證明其療效外，長期的副作用更是是否可以廣泛使用於臨床的關鍵，而關於這些副作用往往需要長期的追蹤才能發現。

口腔癌的化學預防：從維甲酸到分子靶向治療

口腔癌在台灣是近年來發生率增加最快的癌症之一
。在美國也是最常見的頭頸部癌症。儘管在近幾十年來手術及放射線治療技術均有進步，口腔癌的平均五年存活率仍在50%以下且無明顯進步，患者在接受治療後也多有長期的副作用以及器官功能喪失
。

口腔癌的重要危險因子包括吸煙、飲酒、嚼檳榔等。口腔長期暴露在這些致癌因子的刺激下會產生一系列基因以及基因外的變異導致癌症的產生。近年來學者對此一癌化過程的重要分子機轉也已經有深入的研究，如下圖所示
。其中「口腔白化病變」﹝oral leukoplakia﹞是最常見的口腔內癌前病變，其地位正如前述大腸直腸癌的腺性息肉。但是有一點與大腸腺性息肉不同者：就是過去的研究指出，針對oral leukoplakia進行局部治療，對於預防口腔癌的發生並無明顯幫助。這主要是因為整個口腔﹝甚至包括整個上呼吸及消化道﹞都暴露在同樣的致癌因子環境中﹝field carcinogenesis﹞，因此經常有多發性的腫瘤而不易清除。
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口腔癌的化學預防研究可以說是在M.D.Anderson癌症中心最早開始的化學預防臨床試驗之一。在80年代最早使用的藥物是維甲酸﹝isotretinoin, 13-cis retinoic acid﹞。具有代表性的臨床試驗如下表所列，這些研究均是以口腔白化病變作為評估療效的替代性生物指標 
,
：

	作者


	受試者
	治療
	療效
	

	Hong et al
	口腔白化病變病患
	Placebo (n=20)
	( lesion size: 2 patients (10%)
	Reversal of dysplasia: 2 patients (10%)

	
	
	Isotretinoin 1 to 2 mg/kg/day for 3 months(n=24)
	( lesion size: 16 patients (67%)
	Reversal of dysplasia: 13 patients (54%)

	Lippman et al
	口腔白化病變病患
	Isotretinoin 1.5 mg/kg/day for 3 months then 0.5 mg/kg/day for 9 months (n= 26)
	Response after high-dose isotretinoin: 36 patients (55%)
	Continued response/ stable disease: 22 patients (92%)

	
	
	Isotretinoin 1.5 mg/kg/day for 3 months then b-carotene 30 mg/day for 9 months (n= 33)
	
	Continued response/ stable disease: 13 patients (45%)


高劑量isotretinoin雖然對大多數的病患均可達到療效，但是本身具有相當大的皮膚及黏膜毒性因此無法長期使用，而且在停藥之後原來有療效的病患大多會在2至3個月內復發。低劑量isotretinoin的副作用雖然較低，但是長期使用病患的接受度仍然是相當大的問題。儘管如此，這一系列的研究對於口腔癌的腫瘤發生學以及相關分子異常的了解有重大的貢獻。其中重要的發現包括：﹝1﹞口腔白化病變組織中DNA含量的異常﹝例如染色體總數的異常aneuploidy或是個別染色體的變異loss of heterozygocity﹞是預測未來產生癌症機會最重要的指標之一
,
。﹝2﹞口腔白化病變細胞中維甲酸接受體retinoic acid receptor- RAR的含量在細胞癌化的過程中會明顯減少。Isotretinoin治療後可誘發RAR-表現量增加，而且RAR-之增加與臨床及組織學的療效有明顯相關
。﹝3﹞細胞內RAR-表現量除了受到維甲酸訊息傳導路徑本身的調控之外，也會受到基因外﹝epigenetic﹞變異例如promoter methylation 或histone deacetylation的調控。因此合併維甲酸與methyl transferase抑制劑﹝如5-aza-2’-deoxycytidine﹞或是histone deacetylase抑制劑﹝如sodium butyrate﹞可能可以進一步增進療效
。﹝4﹞細胞週期調控的異常，例如細胞週期抑制蛋白p27的表現降低或是cyclin D1 的表現增加，均可能影響口腔癌病患的預後以及對於isotretinoin治療的反應。
,

在現在分子治療的時代，分子靶向治療藥物在口腔癌化學預防的角色也受到相當的重視。其中最受期待的就是COX-2抑制劑以及細胞生長因子接受器﹝epidermal growth factor receptor, EGFR﹞抑制劑
。COX-2及EGFR在口腔癌前病變及口腔癌細胞中都有過度表現的情形
,
,
,
。EGFR訊息傳導活化會誘發COX-2表現
。反之，COX-2活化導致PGE2合成增加，也會活化EGFR訊息傳導活性
。因此，合併COX-2抑制劑以及EGFR抑制劑作為口腔癌化學預防的臨床試驗目前正在積極進行中。

攝護腺癌的化學預防：雄性激素抑制劑及其他

攝護腺癌是西方男性最常見的癌症。已有多項研究指出雄性荷爾蒙在體內，特別是在攝護腺內，的活性高低，與攝護腺癌發生率的密切關係。Steroid 5a-reductase type II（SRDA2）是攝護腺內將testosterone代謝成為具有更高雄性激素活性的dihydrotestosteron (DHT)的主要酵素，因此被認為是攝護腺癌化學預防研究的重要標的。Finasteride 是廣泛應用於治療攝護腺肥大的SRDA2抑制劑。 因此從1993年起便進行了一個大規模的臨床試驗證實finasteride在預防攝護腺癌的可能療效。結果如下表所示
：

	
	Finasteride
	Placebo
	

	病患人數
	9423
	9459
	

	試驗結束時可評估人數
	4368
	4792
	

	攝護腺癌個案數
	803
	1147
	Risk reduction 24.8%

	癌症病理分級﹝Gleason score﹞
	
	
	

	2-6
	477
	831
	RR of high-grade disease 1.27 (95% CI 1.07-1.50

	7-10
	280
	237
	

	未分級
	48
	79
	


儘管finasteride對減少攝護腺癌的發生率有明顯的效果，但是目前finasteride卻很少在臨床上應用於此。重要的理由如下：﹝1﹞finasteride所造成的攝護腺癌發生率下降，是否即可改善攝護腺癌造成的死亡，目前仍不確定；﹝2﹞使用finasteride後所發現的攝護腺癌在病理上呈現高惡性度﹝Gleason score 7-10﹞的比例偏高，這是因為藥物本身作用造成癌細胞型態的改變，還是finasteride對於高惡性度的癌症預防效果較差，仍待進一步研究確定；﹝3﹞目前對於攝護腺癌的「高危險群」病患仍無清楚的定義，也沒有很好的替代性生物指標可以作為追蹤的參考。在這個研究特別針對一般臨床用的prostate-specific antigen (PSA) 的診斷價值進行分析，如下表所示。由於finasteride本身有抑制PSA表現的作用，因此只列出本試驗對照組的病患在追蹤過程中診斷癌症與PSA之間的關係
：

	PSA
	病患人數
	產生癌症病患百分比
	高惡性度癌症百分比

	( 0.5
	486
	6.6
	0.83

	0.6 – 1.0
	791
	10.1
	1.0

	1.1 – 2.0
	998
	17
	2.1

	2.1 – 3.0
	482
	23.9
	4.6

	3.1 – 4.0
	193
	26.9
	6.7


雖然可見PSA數值越高其後發生癌症比例以及其中高惡性度癌症的比例均隨之增高，但是並沒有一個PSA的cut-off數值是「安全」的。目前也沒有足夠的資料佐證PSA對於評估本研究中病患的預後有任何顯著的意義。因此，如何能找到適當的替代性生物指標來界定攝護腺癌的高危險群，作為以後化學預防的目標，仍待進一步研究。

另外一個重要的攝護腺癌化學預防試驗，則是以selenium及vitamin E作為化學預防藥物
。最早嘗試證實selenium 的防癌效果的試驗，是針對過去診斷皮膚癌﹝包括squamous cell carcinoma及basal cell carcinoma﹞的病患，比較每天給予200 g selenium或是安慰劑對於預防皮膚癌以及其他癌症的效果。很意外的，在1312位受試者中，使用selenium的受試者罹患皮膚squamous cell carcinoma的機會反而較控制組為高﹝hazard ratio1.25, 95% C.I. 1.03 – 1.51﹞
,
。然而同一研究也發現使用selenium受試者的攝護腺癌發生率﹝hazard ratio 0.48, 95% C.I. 0.28–0.80﹞及整體癌症發生率﹝hazard ratio 0.75, 95% C.I . 0.58–0.97﹞均有顯著降低，而肺癌﹝hazard ratio 0.74, 95% C.I . 0.44 –1.24﹞或大腸直腸癌發生率﹝hazard ratio 0.46, 95% C.I . 0.21–1.02﹞雖然也有降低趨勢但未達統計上之顯著意義
。Selenium的防癌效果在男性以及開始治療時血中selenium濃度較低的患者最為顯著。有關vitamin E的研究早期是著重在其抗氧化功能與癌症預防的關係。在有名的ATBC﹝the Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene﹞研究計畫中，針對29133位男性吸煙受試者，比較服用vitamin E (-tocopherol 50 mg/day)或 -carotene (20 mg/day)預防肺癌或是其他癌症的效果
。同樣意外的是，使用-carotene的受試者肺癌發生率反而較不使用者為高；但是使用vitamin E的受試者，其攝護腺癌的發生率及死亡率均有顯著降低﹝32%及41%﹞。合併使用vitamin E及selenium在體外研究中顯示可能對誘發癌細胞凋亡有加成作用
。從2001年起合併使用vitamin E及selenium來預防攝護腺癌的臨床試驗﹝the Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial, SELECT﹞即已展開，總計有32400位受試者分為四組，分別接受安慰劑、selenium (200 g/day from L-selenomethionine)、vitamin E (400 IU/day -tocopheryl acetate)、selenium + vitamin E。此一試驗預計在進兩年隻內就會有初步的結果報告。對於攝護腺癌的化學預防相信會帶來重大的進展。

乳癌的化學預防：雌性激素抑制劑

乳癌的發生與雌性激素的關聯性早在數十年前即以受到重視。如下表所示，與雌性激素增加的相關因素，例如女性初經以及生第一胎的年齡，均是影響乳癌發生率的重要因素：
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Tamoxifen是最早被確定可以用來治療雌性激素接受體﹝estrogen receptor, ER﹞陽性的乳癌的雌性激素抑制劑
,
。在使用tamoxifen作為術後輔助治療的臨床試驗中發現，使用tamoxifen可以減低對側乳房產生癌症的機率達47%
。因此tamoxifen作為乳癌化學預防藥物的可能療效也被廣泛的研究。到目前為止已經有四個大型臨床試驗發表，結果如下表所示：

	
	受試者納入條件
	乳癌家族史﹝% with 1st-degree relative
	過去乳房疾病
	乳癌發生個案數/ 受試者總數
	Odds ratio (95% C.I.)

	
	
	
	
	Placebo
	Tamoxifen
	

	NSABP P1

Tamoxifen 5 years vs. placebo
	Age ( 60 or 35-59 with 5-year breast CA risk of ( 1.66% (Gail model) or prior LCIS
	75
	7% with LCIS; 10% with ADH; total 17% with LCIS or ADH
	244/6707
	124/6681
	0.51 (0.39-0.66)

	IBIS-1

Tamoxifen 5 years vs. placebo
	Increased breast CA risk by comprehensive

model

	96
	5% with LCIS or ADH
	101/3701
	68/3709
	0.67 (0.49-0.91)

	Royal Marsden

Tamoxifen 8 years vs. placebo
	Increased breast CA risk, with involved 1st-degree relative
	100
	11 women with DCIS entered; all excluded from analysis; none with LCIS or ADH
	75/1244
	62/1250
	0.83 (0.58-1.16)

	Italian

Tamoxifen 5 years vs. placebo
	Hysterectomy required; increased breast CA risk not required
	21
	None with LCIS or ADH
	45/2708
	34/2700
	0.76 (0.47-1.60)


Modified from Chlebowski RT, et al: J Clin Oncol 2002; 20: 3328-43
由於上述的研究結果，美國臨床腫瘤學會﹝American Society of Clinical Oncology﹞的建議是：對於五年內預期發生乳癌機會> 1.66%的高危險女性，可以使用tamoxifen治療五年來降低乳癌發生的風險
。然而此一建議並未被廣泛採納。主要的理由是﹝1﹞tamoxifen的主要副作用包括增加子宮內膜癌以及血管栓塞﹝2﹞在這些臨床試驗中tamoxifen是否可以有效減低乳癌所造成的死亡率以及增加病患存活仍不清楚。﹝3﹞在上述研究中對於「高危險群」的定義主要是根據個人的家族史以及與荷爾蒙相關的一些危險因子，是否能確切評估一般患者的癌症發生機率仍有疑問。

近年來有多種新的雌性荷爾蒙抑制劑，特別是屬於aromatase inhibitor類的藥物如anastrozole、letrozole等，在乳癌術後的輔助治療臨床試驗中顯示預防乳癌復發的機會較tamoxifen為優
,
。這些藥物對於預防對側乳房癌症發生的效果可能也較tamoxifen為佳
。目前相關臨床試驗正在進行中。

肝細胞癌分子異常的研究：著重於轉譯因子FoxO3a與B型肝炎病毒蛋白之間的關係：

本次進修所前往的分子及細胞腫瘤研究部，在最近的一個重要研究突破是有關轉譯因子FoxO3a的研究。FoxO3a在近年來的研究中被發現是控制細胞內energy metabolism、細胞存活時間﹝longevity﹞、細胞增生、以及細胞凋亡等機轉的重要調控因子
。有關FoxO3a在癌細胞內受到調控的機轉，過去僅知道主要是受phosphatidylinositol-3-kinase/AKT訊息傳遞路徑的調控：FoxO3a在經AKT磷酸化後會留在細胞質內，無法進入細胞核執行轉譯調控的作用，而被proteasome分解。Dr Mickey Hu的主要貢獻就是證明FoxO3a可能受到另一訊息傳遞路徑IB kinase 調控，而且在此一訊息傳遞調控的機轉中，FoxO3a扮演著tumor suppressor 的角色
。

本次實驗室工作即是以探討FoxO3a在肝細胞癌可能扮演的角色為提。首先針對一系列肝癌細胞株進行篩檢FoxO3a以及相關訊息傳導路徑分子在細胞內的表現狀況。所得結果如附錄表所示。同時也進行文獻回顧，以了解FoxO3a在肝細胞株內的表現與其他重要致癌或抑癌分子表現的關聯性。從表中可見PLC5 cells似乎是唯一一個FoxO3a over-expression的cell line，同時它也是唯一在文獻中查到有hepatitis B x protein (HBx)expression的cell line。所以我們就進一步試圖探討HBx與FoxO3a之間的關係。

首先，在Huh-7 cell中進行FoxO3a及HBx co-transfection，可以看到HBx expression 會增加cytoplasmic and nuclear FoxO3a expression (Western blot)，而且FoxO3a transcriptional activity也會增加 (luciferase assay)，兩者增加的程度與HBx transfection的量均呈正比。其次，在由台大醫學院董馨蓮老師提供的HepG2 cells with inducible HBx expression中，transfect FoxO3a後再以doxycycline induce HBx expression，也看到類似的結果。此外，利用Huh-7 cells的cytoplasmic lysate來作immunoprecipitation，也發現FoxO3a與HBx之間可能有direct interaction。

接下來面對的問題是：

1. HBx是如何調控FoxO3a的表現？

2. HBx所引發的FoxO3a是否有functional or clinical significance? 

針對第一個問題，我想可能的方向包括：

1. HBx 增加FoxO3a transcription and translation (transcriptional control) 

2. HBx 曾被報告有proteasome inhibition的效果，因此減少FoxO3a degradation

3. HBx-FoxO3a direct binding 造成FoxO3a stabilization

在transcriptional control的部分要作進一步的實驗有相當的困難，主要理由有是目前大家對於FoxO3a promoter的特性其實並不清楚，如果真的是transcriptional control，那下一步就要做chromatin immunoprecipitation來證明HBx (or other associated factors) 是否對FoxO3a promoter有直接binding，這是困難度相當高的實驗工作。在董老師提供的帶有inducible HBx expression的HepG2 cells中，包括帶有wild type HBx以及trans-activation-competent and trans-activation-deficient mutants的subclones。用luciferase assay來比較它們在HBx expression後FoxO3a activity的差異。結果不論是trans-activation-competent或是trans-activation-deficient mutants，都可以induce FoxO3a activity。相信這一套system對於進一步探討FoxO3a與HBx之間的關係應該有很大的用處。

針對第二個問題，也就是HBx-mediated FoxO3a overexpression的 functional significance部分，在Huh-7 cells 中，們在FoxO3a的downstream proteins 例如p27, cyclin D1都沒有看到expression levels有顯著的變化。可能接下來還需要針對這方面，特別是對於cell growth, cell cycle control部分可能有的影響再多加努力，希望能找到進一步線索。

建議

由過去癌症化學預防試驗成功的例子可以看出：對細胞癌化過程的分子機轉的深入研究，以找出合適的「替代性生物指標」﹝surrogate end point biomarkers﹞做為進一步研究的標的，是降低大規模臨床試驗風險，並加速化學預防藥物研發的關鍵因素。國內近年來對本土常見癌症的基礎以及轉譯研究已有長足的進步，未來必須與臨床試驗作更緊密的結合，才能加速相關領域的進展。

此外，第三期隨機分派的化學預防藥物臨床研究往往需要大量﹝超過千人以上﹞的受試者及長時間的追蹤才能確定藥物的療效，因此這樣的研究對於任何一個研究團隊都是嚴格的考驗。對於相關領域研究人才的培養是需要長期的投資才能建立一個具有國際競爭力的研究團隊。
附錄

Characteristics of liver cancer cell lines

	
	Origin
	
	HBV
	
	P53
	RB mutation 

	EGFR

	HER2/ neu

	IGF-II expression

	
	
	Viral gene integration
	Surface antigen
	x gene expression
	Gene mutation 

	Protein expression
	
	
	
	

	HepG2

	Hepatoblas-toma
	No
	No
	No
	No
	+
	No
	NA
	NA
	Yes

	Hep3B5
	HCC
	Yes (single?)
	Yes
	No
	Yes (7-kb deletion after exon 7)
	-
	No
	No
	No
	Yes

	Huh-7

	HCC
	No
	No
	No
	Yes (codon 220 A:T ( G:C)
	++
	NA
	No
	No
	NA

	HCC36

	HCC
	Yes (multiple)
	No
	No
	NA
	++
	NA
	No
	No
	NA

	SK-hep1

	HCC
	No
	No
	No
	NA
	+
	NA
	No
	No
	NA

	SNU4495, 
,

	HCC
	Yes
	No
	No
	Yes (codon 138 A(G)
	++
	NA
	No
	No
	No

	SNU3689,10
	HCC
	Yes
	No
	Yes (RNA)
	Yes (codon 106 C(G)
	-
	NA
	No
	No
	Yes

	Tong

	HCC
	Yes (multiple)
	Yes
	NA
	Yes (codon 200 T( A) 
	-
	No
	Yes
	Yes
	NA

	HA-59T

	HCC
	NA
	NA
	NA
	NA
	-
	NA
	No
	No
	NA

	PLC55, 
, 

	HCC
	Yes
	Yes
	Yes (protein)
	Yes (codon 249 G:C ( T:A)
	+
	No
	No
	No
	NA


	
	NFB p65*
	IKK
	IKK
	IKB
	p-IKB
	FOXO-

3a
	FOXO-

1
	AKT*
	p-AKT (ser473)*
	ER
	ER

	
	total
	nuclear
	
	
	
	
	total
	nuclear
	
	
	
	
	total
	nuclear

	HepG2
	++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(
	-
	-
	-

	Hep3B
	++
	++
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(
	-
	-
	(

	Huh-7
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(
	-
	-
	(

	HCC36
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	++
	-
	+
	-

	SK-hep1
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(

	SNU449
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	++
	-
	+
	+

	SNU368
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	Tong
	+++
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(

	HA-59T
	+++
	+
	+
	(
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	(
	-
	+
	+

	PLC5
	++
	+
	+
	+
	+
	-
	++
	++
	-
	+
	(
	-
	-
	(


*Antibodies used: 

	Protein
	Primary antibody (dilution)
	Secondary antibody (dilution)
	

	p53
	Oncogene ab-6 (1:1000)
	Mouse (1:10000)
	

	NFKB p65
	Santa Cruz sc-372 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
	

	IKK
	Santa Cruz sc-7218 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
	

	IKK
	Oncogene ab-1 (1:1000)
	Mouse (1:10000)
	

	IKB
	Santa Cruz sc-371 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
	

	p-IKB
	Santa Cruz sc-8404 (1:1000)
	Mouse (1:10000)
	

	Total AKT
	Cell signaling #9272 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
	

	p-AKT (ser 473)
	Cell signaling #9271 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
	

	ER
	Neomarker ab-15 (1:500)
	Mouse (1:4000)
	

	ER
	Neomarker ab-24 (1:250)
	Rabbit (1:15000)
	


	FOXO3a
	Santa Cruz (H144) sc-11351 (1:500)
	Rabbit (adjust)
	

	FOXO1
	Santa Cruz (H128) sc-11350 (1:1000)
	Rabbit (1:15000)
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