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摘要:   

   病毒感染細胞時會誘導產生一系列的訊息傳導途徑並產生第一型的干擾素。干擾素進一步透過JAK-STAT的訊息傳導來對抗病毒複製或者清除掉已被病毒感染的細胞。而病毒感染所誘導的第一型干擾素訊息傳導路徑可以受到細胞內的泛素化所緊密的調控，之前研究已經了發現細胞內幾種泛素結合酵素參與在此一過程，但是參與在干擾素調控的去泛素化酵素相關研究還很少，因此在這篇研究中我們想藉由台灣國家RNAi核心設施提供載有可以降低84個人類去泛素酵素表現的慢病毒來篩選出與干擾素抗病毒能力相關的去泛素酵素基因。首先我們使用已被慢病毒轉導的A549細胞先預先以第一型干擾素處理後再感染對干擾素敏感的登革熱病毒。以免疫螢光分析來篩選出哪些去泛素基因表現量降低後會影響了干擾素的抗病毒效果。我們發現了USP13, USP15, USP30, USP40, PSMD7和DUB3這幾個基因表現量降低時會增強登革熱病毒在預先以干擾素處理細胞中的病毒複製能力。這個結果推測這幾個候選的去泛素基因有可能參與在調控干擾素的抗病毒訊息傳遞路徑當中。我們將更進一步研究這幾個候選去泛素基因利用什麼方式來調控干擾素的抗病毒作用和如何影響登革病毒在細胞中的複製能力，此篇研究可以提供我們更進一步了解寄主細胞中哪些分子，如: 去泛素酵素，參與在第一型干擾素對抗登革病毒感染之中。
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目的  

  International Congress of Virology國際病毒會議為每三年開會一次，為國際上非常重要的病毒會議。為了吸取病毒學新知，跟上國際潮流脈動，在國際病毒界曝光，得到各國學者的認同，國際病毒大會為一不可錯過的會議。我的實驗計畫是探討去泛素酵素對於第一型干擾素對抗病毒能力的影響。這幾年來累積了相當的知識及實驗技巧，在這個領域上並發現了細胞中某些去泛素基因調控了第一型干擾素對抗DEN病毒複製的能力，更深入探討此調控機制，釐清去泛素酵素在干擾素的抗病毒作用中扮演的角色，因此想藉由這次會議吸取ㄧ些國際學者對於病毒方面的ㄧ些新知識以及最近較新或比較流行的實驗技術。

過程：

    第十五屆國際病毒學大會在札幌會展中心舉行。 Erling C.J Norrby博士在開幕致詞時。標題是Virology and Nobel prizes-the advance of discipline。他報告說，粗步推斷在100多萬的動物，植物，昆蟲和微生物物種中，會有超過 10億不同種的病毒。這些病毒穿梭於各種物種細胞基因組間進行重組，並極有可能是進化的主要動力。Erling C.J Norrby博士鼓勵我們要多去討論病毒在物種進化上的動力，無論是活著還是死了。
    第十五屆國際病毒學大會，包括許多種不同學科和病毒。我選擇了一些我感興趣的主題或我的研究相關的議題。一些介紹如下。

全會講座-系統病毒學（VI-PL1-1）：系統生物學病毒的發病機制和免疫方法：Where     are Google and IBM
    Michael G Katze提及對抗一些具有很大威脅性病毒的疫苗仍然缺乏而且抗病毒藥物仍少而且發展緩慢。這些缺乏的訊息需要超越傳統的病毒學方法的新方法來研究。高通量技術和計算生物學提供ㄧ種新的力量來推動新的研究方法發展。在我的研究，我也使用了高通量技術來篩選出跟登革病毒的複製與先天免疫有關的去泛素酶。通過使用這種技術，我可以更致力於泛素化和先天免疫系統的研究，以尋找可能的候選基因。我們必須發展或選擇方便的計算和統計的方法來從大量的數據中識別正確的信息，以防止假陽性信息。

研討會-病毒和宿主反應（VI-SY1-3）：UBE2L6負調控流感病毒的複製。
    病毒感染所引起的各種寄主基因的表現（病毒刺激如MX1和RIG-I的基因，VSGs），其中許多基因功能認為是在寄主對抗病毒防禦上。這項研究與我在泛素化和先天免疫系統的研究相關。作者發現干擾素誘導的基因UBE2L6，它所表現的蛋白與泛素化和ISGylation有關。他們發現，UBE2L6過度表達的細胞所產生的病毒數量約 為控制組細胞的14至40％。 RNA干擾的實驗證明，用siRNA降低 UBE2L6後會增強病毒的生產量而且具有劑量正相關性。他們認為 UBE2L6抑制流感病毒的傳播。但是，在控制組細胞株和UBE2L6表達的細胞株間病毒mRNA量上並沒有差異。UBE2L6可能抑制病毒蛋白質的合成，但詳細的機制仍是未知數。

研討會-黃病毒(VI-SY45-1）：I型干擾素激活了具有拮抗干擾素功能的黃熱病病毒NS5蛋白
    黃病毒如登革熱，西尼羅河病毒，日本腦炎和黃熱病病毒是已知具有能夠拮抗干擾素信號的病毒NS5蛋白，它們能防止STAT磷酸化（即西尼羅河病毒），或是藉由結合至 STAT2蛋白並使其降解（即登革熱病毒）。作者報告說到，在預先以IFN處理之下黃熱病病毒NS5會與STAT2結合並防止STAT1/STAT2/IRF9複合物的形成來抑制I型干擾素的信號。但黃熱病病毒NS5，與登革熱病毒NS5相反，在細胞無預先以IFN處理情形之下不會與STAT2結合。有趣的是，干擾素促進 STAT2 - NS5結合的能力不是由於IFN造成STAT2修飾，相反的的而是在NS5蛋白的修飾。作者也已確定在NS5上的lysine胺基酸殘基是可以被泛素化修飾的，而且若在此lysine胺基酸上突變會造成在IFN處理下NS5與STAT2無法結合。這些結果給了我在我的研究上ㄧ些提示，也許在我的研究中在細胞預先以IFN處理下時去泛素酶USP13可以​​藉由扭轉 STAT蛋白的泛素化來阻斷 STAT蛋白的降解，並進ㄧ步促進干擾素信號的傳遞。

海報-病毒與先天免疫（VI-PO18-12）：Riplet泛素連接酶在病毒感染時對RIG-I依賴的I型干擾素的產生具有重要的角色。
    RIG-I是一種細胞質內病毒RNA的傳感器並且觸發第一型干擾素的產生（IFNs）。 RIG–I已知可以受到Lys63連結的 polyubiquitination修飾。他們發現，Riplet，E3泛素連接酶，可以在RIG-I C端的區域（CTD）進行Lys63連結 polyubiquitination修飾，並且導致激活RIG–I調控的信號傳遞。此外，他們還產生了具有Riplet基因剔除的小鼠，來確定在體內Riplet的作用。 剔除Riplet嚴重降低了來自纖維細胞，骨髓來源的樹突狀細胞，和巨噬細胞所產生的第一型干擾素和發炎性細胞因子。 另外他們也發現細胞對於B-DNA和DNA病毒的感染在干擾素的產生並不需要Riplet的參與。綜合上述，他們表示在活體內Riplet對於RNA病毒感染時，所激活的RIG-I依賴的先天性免疫反應是ㄧ個必須的存在。這個結果也許可以解釋我的研究結果，為什麼USP13在即使沒有干擾素預先處理下的細胞也能夠增強了登革熱病毒的複製，有可能USP13不僅涉及干擾素訊息的傳遞，而且也可能參與在干擾素的生產。

    第十五屆國際病毒學大會期間，我發現，有許多實驗室使用高通量技術，能夠快速的篩選出自己感興趣的基因。通過適宜的計算和統計方法，以獲得正確的信息，而從高通量篩選的數據資料必須加以統計分析，以避免獲得假性的資料訊息。這是我第一次出國參加的國際會議。本次會議期間，我學習到現今的常用的實驗技巧以及給了我許多新知識。期許能夠在我研究上有更多的幫助。
英文:
   XV International Congress of Virology was held in Sapporo Convention center. Dr. Erling C.J. Norrby had given a talk in the opening lecture. The title is Virology and Nobel prizes-the advance of discipline. He reported that more than 100 million species of animals, plants, insects and microorganisms would infer that there are more than a billion different species of viruses. Their shuttling in and out of cellular genomes most likely is the main driving force in evolution. Dr. Norrby encourages us to discuss virus as driving force in evolution, not whether they are alive or dead. 
The XV International Congress of Virology includes different subjects and viruses. I could only choose some topics that I am interested and/or related to my research. Some of the presentations are described below.
Plenary Lecture-System Virology (VI-PL1-1): System biology approaches to viral pathogenesis and immunity: Where are Google and IBM?
Michael G Katze talked about that vaccines against some of the greatest viral threats are still lacking and antiviral drugs remain few and slow. These shortcomings signal the need for new approaches that go beyond traditional virology methods. High-throughput technologies and computational biology are poised to deliver a much-needed boost to the field. In my study, I also used high-throughput technologies to screen for de-ubiquitinating enzymes involved in DEN virus replication or innate immunity. By using this technology, I can focus on the interesting field such as ubiquitinylation and innate immunity to search for the possible candidate genes. We must develop or choose convenient computational and statistical methods to identify the correct information from the huge data to preventing the false positive information. 
Symposium-Virus and Host Responses (VI-SY1-3): UBE2L6 down-regulates influenza virus replication.
Virus infection induces the expression of various host genes (virus-stimulated genes, VSGs, such as Mx1 and RIG-I), many of which are considered to function in the host's antiviral defense. This research is related to my study in ubiquitinylation and innate immunity. Authors identified an interferon-inducible gene UBE2L6, which encodes an E2 conjugating enzyme for ubiquitin and ISG15. They found that the amount of progeny viruses produced from cells with overexpression of UBE2L6 was about 14 to 40% of that from control cells. RNA interference experiments showed that siRNA targeting UBE2L6 augmented the amount of virus production in a dose-dependent manner. They suggest that UBE2L6 inhibits influenza virus propagation. However, there was no difference in viral mRNA amounts between the control and the UBE2L6-expressing cell lines. UBE2L6 may inhibit viral protein synthesis, but the detailed mechanism is still unknown. 
Symposium-Flaviviruses (VI-SY45-1): Type I interferon activates the interferon antagonist function yellow fever virus NS5 protein
Flaviviruses such as dengue, West Nile, Japanese encephalitis and yellow fever viruses are known for their viral NS5 proteins to antagonize type I IFN signaling, either by preventing STAT phosphorylation (i.e. West Nile virus) or by binding and targeting STAT2 to degradation (i.e. dengue virus). The author reported that NS5 of yellow fever virus inhibits type I IFN signaling by binding to STAT2 to prevent interaction of the STAT1/STAT2/IRF9 complex in cells pretreated with IFN. But yellow fever virus NS5, in contrast to dengue virus NS5, does not bind STAT2 in cells that are not treated with IFN. Interestingly, the ability of IFN to promote STAT2-NS5 interaction is not due to STAT2 modification, but instead to NS5 modification. Authors also have identified a lysine in NS5 that is ubiqutinated and mutation of this lysine renders NS5 incapable of binding STAT2 after IFN treatment. The results that DEN NS5 can bind to STAT2 and degrade it by promoting ubiquitinylation of STAT2 to inhibit IFN signaling gave me a hint on my study.. Maybe in my study the de-ubiquitinating enzyme USP13 can block the degradation of STAT proteins to promote IFN signaling by reversing the ubiquitinylation of STAT proteins in cells pretreated with IFN.   

Poster- Viruses and Innate Immunity (VI-PO18-12): Riplet ubiquitin ligase is essential for RIG-I dependent type I interferon production during viral infection.
RIG-I is a cytoplasmic viral RNA sensor and triggers the signal to induce type I interferons (IFNs). RIG-I is regulated by Lys63-linked polyubiquitination. They showed that Riplet, an E3 ubiquitin ligase, mediates the Lys63-linked polyubiquitination of RIG-I C-terminal domain (CTD), leading to the activation of RIG-I-mediated signaling. In addition, they also generated Riplet knockout mice to determine the role of Riplet in vivo. Knockout of Riplet severely reduced the production of type I IFN and inflammatory cytokine from fibroblast, bone-marrow derived dendritic cell, and macrophage. And Riplet was not required for the production of IFN in response to B-DNA and DNA virus infection. Taken together, they indicated that Riplet is essential for RIG-I-dependent innate immune responses in response to RNA virus infection in vivo. This result may explain why my result that knockdown of USP13 enhanced DEN replication in the absence of IFN pretreatment, since USP13 may not only involve in IFN signaling but also in IFN production.
During the XV International Congress of Virology, I found that many laboratories used high-throughput technologies to quickly screen their interested genes. And the data from the high-throughput screening must be clarified by using convenient computational and statistical methods to get correct information. This is my first time to attend the international meeting. During this Meeting I learn the popular expression skills and the new knowledge about my study. The experiences gave me some insights and then help my study.  
   出國報告審核表

	出國報告名稱：探討去泛素酵素對於第一型干擾素對抗病毒能力的影響　　　　　　　　　　　　　　　　

	出國人姓名（2人以上，以1人為代表）
	職稱
	服務單位

	葉弘銘
	博士班研究生
	國防醫學院生命科學研究所

	出國期間：　　100年9月10日至 100年9月18日
	報告繳交日期：　　100年9月23日

	計

畫

主

辦

機

關

審

核

意

見
	(1.依限繳交出國報告

(2.格式完整（本文必須具備「目的」、「過程」、「心得及建議事項」）

(3.無抄襲相關出國報告
(4.內容充實完備
(5.建議具參考價值
(6.送本機關參考或研辦
(7.送上級機關參考
(8.退回補正，原因：(不符原核定出國計畫  (以外文撰寫或僅以所蒐集外文資料為內容  (內容空洞簡略或未涵蓋規定要項  (抄襲相關出國報告之全部或部分內容  (電子檔案未依格式辦理   (未於資訊網登錄提要資料及傳送出國報告電子檔

(9.本報告除上傳至出國報告資訊網外，將採行之公開發表：

(辦理本機關出國報告座談會（說明會），與同仁進行知識分享。

(於本機關業務會報提出報告

(其他                    
(10.其他處理意見及方式：



	審核人
	一級單位主管（所長）
	機關首長或其授權人員

	
	
	


說明：

1、 各機關可依需要自行增列審核項目內容，出國報告審核完畢本表請自行保存。

2、 審核作業應儘速完成，以不影響出國人員上傳出國報告至「政府出版資料回應網公務出國報告專區」為原則。



附件二











PAGE  
- 6 -

