出國報告（出國類別：進修）

癌症及慢性病毒感染的免疫治療
服務機關：台北榮民總醫院
姓名職稱：黃怡翔主治醫師
派赴國家：美國
出國期間：95-1-20 至96-1-20
報告日期：96-2-13
摘要
慢性病毒感染時、例如C型肝炎病毒（HCV）及人類免疫不全病毒（HIV）、患者本身的免疫反應通常無法將病毒清除，這情況類似癌症患者，因癌症患者的免疫反應也無法將癌細胞清除。目前的免疫學研究發現慢性病毒感染及癌症患者有類似的負向免疫監控系統（negative immunosurveillance system）導致患者的免疫反應被壓制，因此如何突破這些負向免疫監控系統，增強患者的免疫反應進而清除病毒及癌細胞，為此次美國國家衛生研究院進修的研究主題。研究以一新發現的腫瘤抗原（tumor antigen）POTE為基礎，首先找出此腫瘤抗原的CD8 T細胞免疫辨識區，再利用免疫辨識區增強技術（epitope enhancement），提高胜肽(peptide)/MHC複合物的結合力，使其有更佳的機會與T細胞受體（T cell receptor, TCR）結合，進而作為免疫治療的標的。此研究模式可應用於未來肝癌及病毒肝炎的治療。
關鍵字：免疫治療、疫苗、癌症
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「目的」：慢性B、C型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV; hepatitis C virus, HCV）在台灣是引起肝硬化及肝細胞癌的主要原因。慢性B、C型肝炎的致病機轉，主要是由於宿主的CD8免疫 T細胞、或稱為毒殺T細胞（cytotoxic T lymphocytes, CTL），攻擊受感染的肝細胞所導致。慢性B、C型肝炎患者必須要能夠產生廣泛且有效地針對病毒的CD8 T細胞反應，才有機會清除病毒。由致病機轉觀察要有效的治療慢性B、C型肝炎，提昇宿主免疫反應的能力對於清除病毒是十分重要的課題。肝癌位居台灣癌症病患死亡率的首位，以小型肝癌而言，手術切除後有超過五成的患者有復發的情形，這些患者必須再接受後續的治療。腫瘤復發的原因可能肇因於治療後殘餘的癌細胞，也可能有血管的侵犯、遠端的轉移或是剩餘的肝細胞進行癌化所產生。近年來癌症的免疫治療（immunotherapy）成為熱門的研究課題，雖然癌細胞相對於一般的病原體（pathogen）較不具抗原性，但是目前的研究證實免疫系統確實可以辨識並且清除癌細胞。由於慢性病毒感染時、例如C型肝炎病毒（HCV）及人類免疫不全病毒（HIV）、患者本身的免疫反應通常無法將病毒清除，這情況類似癌症患者，因癌症患者的免疫反應也無法將癌細胞清除。目前的免疫學研究發現慢性病毒感染及癌症患者有類似的負向免疫監控系統（negative immunosurveillance system）導致患者的免疫反應被壓制。免疫治療用於慢性B、C型肝炎以及肝癌的治療具有前瞻性的治療潛力。近年來本人有關D型肝炎病毒DNA疫苗的研究（Huang YH et al. Hepatology 2000;32:104; J Virol 2003 ;77:12980; J Gen Virol 2004;85:3089）即屬於免疫治療的一種方式，在一系列的研究中我們證實D型肝炎病毒DNA疫苗不僅可以引發抗體及毒殺T細胞反應，而且DNA疫苗所引發的免疫反應正是慢性D型肝炎病患疾病緩解所需要的。本次出國進修的目的就是計畫研習尖端的免疫治療知識及技術，突破負向免疫監控機轉，同時增強患者的免疫反應進而清除病毒及癌細胞，以運用於未來慢性肝炎及肝癌的治療，為此次赴美國國家衛生研究院進修的目的。
「過程」：本次進修獲得國科會菁英留學獎學金（Taiwan Merit Scholarship）獎助至美國國家衛生研究院（National Institute of Health, NIH）研究。NIH為美國的國家醫學研究重鎮，直接隸屬於美國衛生部（US Department of Health and Human Service），主要院區位於馬里蘭州（Bethesda, Maryland），位置接近美國首府華盛頓，每年聯邦政府提供NIH近3兆美金的研究經費，除供NIH本身研究外並接受各大學及研究機構提出研究計畫申請，其地位及功能類似我國中央研究院、國科會及國家衛生研究院的綜合體。NIH內依研究方向設立許多研究所，本人進修所在為國家癌症研究所（National Cancer Institute, NCI）的疫苗支部（Vaccine Branch），指導教授為疫苗支部主任Dr. Jay A Berzofsky。Dr. Berzofsky在免疫學界富有盛名，是一位典型的學者，研究態度十分嚴謹，實驗室共有十位博士後研究員，有兩大研究方向：一是腫瘤免疫學，主要研發腫瘤疫苗並探討負向免疫監控系統（negative immunosurveillance system）如NKT細胞，調控T細胞（regulatory T cell），TGF-(2等對腫瘤的影響；二是粘膜免疫學（mucosal immunity），主要研究HIV的免疫治療。Dr. Berzofsky分派給我的研究題目是針對一新發現的腫瘤抗原（tumor antigen）：POTE，找出此腫瘤抗原的CD8 T細胞免疫辨識區，作為免疫治療或腫瘤疫苗的標的。
POTE的名稱源自於2002年時Dr. Ira Pastan（NIH的學者）發現此腫瘤抗原表現於靈長類的前列腺（prostate）、卵巢（ovary）、睪丸（testis）、胎盤（placenta）及前列腺癌因而命名，當時發表於PNAS期刊，之後的研究發現POTE不僅在前列腺癌細胞表現，也會表現於乳癌、肺癌、大腸癌、胰臟癌及卵巢癌，最特別的是在正常組織中POTE只會表現於前列腺、卵巢、睪丸及胎盤組織，其中前列腺及睪丸細胞僅會表現少量的HLA(human MHC），以POTE作為腫瘤疫苗的標的，理論上並不會引發自我免疫反應（autoimmune response），因此POTE具有相當潛力應用於多種腫瘤的免疫治療。
POTE蛋白全長超過500個胺基酸，研究的第一步要先確認其中可能與HLA-A2分子結合的CD8T細胞免疫辨識區。藉由三套predictive algorityhms，初步選定POTE222-230、POTE252-260、POTE272-280、POTE323-331、POTE553-561共5段9-mer胜肽，並以T2細胞結合試驗篩選出與HLA-A2分子結合的強弱順位。T2細胞為一可表現HLA-A2分子的細胞，由於細胞本身的缺陷T2細胞無法將內源性的胜肽送至內質網與HLA-A2分子結合，HLA-A2分子因缺少內源性胜肽而不穩定，因此T2細胞僅可表現少量的HLA-A2，若是給予T2細胞能與HLA-A2分子結合的胜肽時，T2細胞上的HLA-A2分子就可以開始累積，能提升T2細胞HLA-A2分子表現達控制組的50%所需要的胜肽濃度定義為FI50（Fluorescence Index），FI50濃度越低表示該胜肽與HLA-A2分子的結合能力越強。T2細胞結合試驗結果發現POTE272及POTE323與HLA-A2分子有強結合力，POTE252及POTE553與HLA-A2分子有中度結合力，而POTE222與HLA-A2分子為弱結合力。
免疫辨識區增強技術（epitope enhancement）

    POTE為一自我抗原（self antigen），為避免自我免疫反應，生物體中的T細胞特異於自我抗原中高HLA分子結合力者絕大多數已被負向篩選（negative selection），反而是與HLA-A2分子有中度結合力的胜肽較具有潛力作為腫瘤疫苗的標的；此外與HLA-A2分子中度結合力的胜肽較容易以免疫辨識區增強技術（epitope enhancement）、例如改變胺基酸的方式、改進其與HLA-A2分子的結合能力，因此將中度結合力的POTE252及POTE553做胺基酸的改變，再以T2細胞結合試驗分析改變後的胜肽與HLA-A2分子的結合能力，結果發現POTE252-9V（第9個胺基酸改變為valine）、POTE252-1Y（第1個胺基酸改變為tyrosine）及POTE553-1Y、POTE553-2L（第2個胺基酸改變為leucine）可以改進其與HLA-A2分子的結合能力。實驗也同時選取與HLA-A2分子有強結合力的POTE323做胺基酸的改變，T2細胞結合試驗顯示即使對強結合力的胜肽POTE-323-3F（第3個胺基酸改變為phenylalanine）仍然可以更加強與HLA-A2分子的結合能力。
免疫力試驗（immunogenicity study）
    為比較改變胺基酸後的胜肽與原始胜肽的免疫力，以及改變胺基酸後的胜肽所引發的免疫反應是否能同時對原始胜肽產生有效的毒殺T細胞反應，實驗以HLA-A2轉殖鼠作為研究模式。第一組HLA-A2轉殖鼠分別免疫POTE252、POTE252-1Y、POTE252-9V後，以ELISPOT偵測發現HLA-A2轉殖鼠免疫POTE252及POTE252-9V後其脾臟細胞經POTE252或POTE252-9V刺激後均能產生丙型干擾素（gamma-interferon），同時經一週體外刺激後兩者均能對標示POTE252或POTE252-9V的標的細胞（target cell）產生有意義之毒殺T細胞反應。第二組HLA-A2轉殖鼠分別免疫POTE553、POTE553-1Y、POTE553-2L後，以ELISPOT偵測發現僅在HLA-A2轉殖鼠免疫POTE553-1Y後其脾臟細胞能對POTE553-1Y產生丙型干擾素（gamma-interferon），然而其脾臟細胞經一週體外刺激後可以對標示POTE553或POTE553-1Y的標的細胞（target cell）產生有意義之毒殺T細胞反應。第三組HLA-A2轉殖鼠免疫POTE272後，以ELISPOT偵測發現HLA-A2轉殖鼠免疫後其脾臟細胞能對POTE272能產生丙型干擾素（gamma-interferon），同時其脾臟細胞經一週體外刺激後可以對標示POTE272的標的細胞（target cell）產生有意義之毒殺T細胞反應。第四組HLA-A2轉殖鼠分別免疫POTE323、POTE323-3F後，以ELISPOT偵測發現僅在HLA-A2轉殖鼠免疫POTE323-3F後其脾臟細胞能對POTE323-3F或POTE323產生丙型干擾素（gamma-interferon），同時其脾臟細胞經一週體外刺激後可以對標示POTE323或POTE323-3F的標的細胞（target cell）產生有意義之毒殺T細胞反應。
討論及結論
    專一於經免疫辨識區增強後胜肽的T細胞受體（T cell receptor）必須要能與原始胜肽序列產生交互免疫反應，才有資格成為癌症疫苗的標的。由HLA-A2轉殖鼠的免疫反應發現POTE252-9V、POTE553-1Y及POTE323-3F，具有潛力作為癌症疫苗的標的；雖然POTE272本身能引發免疫反應，但人體中的T細胞特異於自我抗原中高HLA分子結合力者絕大多數已被負向篩選，推測POTE272不太可能在癌症患者產生免疫反應。因此結合POTE252-9V、POTE553-1Y及POTE323-3F的癌症疫苗將是極具吸引力的疫苗同時可以降低癌症患者產生免疫逃脫的變異（immune-escape cariants）。(論文題目 Huang YH, Terabe M, Pendleton CD, Stewart D, Bera T, Pastan I, Berzofsky JA. Identification and enhancement of HLA-A2.1-restricted CTL epitopes in a new human cancer antigen-POTE. 投稿中)。
「心得」：
癌症病患與慢性病毒感染患者其免疫反應有許多相似之處，發展癌症疫苗的經驗對於矯正慢性病毒感染患者的免疫反應具有啟發性。這次進修研習到胜肽疫苗（peptide vaccine）、免疫辨識區增強（epitope enhancement），毒殺T細胞培養技術（CTL line culture）以及腫瘤免疫學的新觀念，此研究模式非常適用於肝炎病毒的研究，因為慢性B、C、D型肝炎患者的免疫反應皆不足以清除病毒，同時病毒也會演化成較不具免疫力的基因序列以逃脫宿主免疫反應的攻擊，免疫辨識區增強技術可以克服此一困境，作為未來病毒肝炎的輔佐治療，本人目前也正應用此模式於B及D型肝炎的研究。
「建議事項」：

    NIH對於新進的研究人員有一套很系統化的認證課程，包括電腦上的線上教育及實際課堂教學，例如：動物操作有”Guidelines for animal user”及”Animal workshop”，操作輻射物質有”NIH radiation safety course”，接觸病人樣本者要接受”Working safety with HIV and other blood borne pathogens in the research laboratory” 課程，課後均有測驗，通過後給予證明才能正式於實驗室操作，並定期於線上renew，實驗室主持人皆遵守此規定，十分注重實驗室人員的安全，此一方式值得我們效法。
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