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摘要：

自體脂肪幹細胞的相關研究以及未來的臨床應用在近十年來已經成為極為熱門之主題，不管在細胞治療或是組織工程上都是極為理想的細胞來源，然而其相關幹細胞生物學之知識即為重要，關係到未來調控幹細胞以及臨床試驗之安全性。因此此次出國申請案為申請前往東京大學形成外科的實驗室進修脂肪幹細胞相關的細胞萃取以及純化，同時學習其細胞處理流程以及特徵化之步驟，另外在此實驗室學習過程與國外學者合作進行開發新一代的脂肪幹細胞萃取技術，以期突破未來之使用膠原纖維蛋白酶之限制。至於臨床部分，本人也有進入東京大學附設醫院手術室對於使用自體脂肪來填充軟組織缺陷以及疤痕治療之手術進行觀摩，對於抽取出來之脂肪的純化以及保存手術步驟有更進一步的認知，同時對於植入部位的準備以及脂肪植入的技巧也有長足的學習。最後有前去觀摩幹細胞輔助脂肪移植中心之軟硬體操作，為將來成立臨床試驗中心作為參考。
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本文

一、目的


本人自在國立成功大學醫學院附設醫院擔任外科住院醫師以來，即投入自體脂肪幹細胞的相關研究，不論是就讀臨床醫學研究所碩士班時，所做之利用甲殼素使脂肪幹細胞得以在三維之培養環境中成為一球狀體，同時更發現其具有神經分展之潛力。其次在目前所就讀之臨床醫學研究所博士班，繼續碩士班之研究，利用動物實驗來證實上述利用甲殼素所誘使之人體脂肪幹細胞形成具有神經潛力之球狀體，在合併使用甲殼素之神經導管以及細胞治療來成功促進大鼠之坐骨神經再生，且其具有功能性之恢復。雖然上述相關研究成果已經刊登在Biomaterials之高影響力期刊，但是對於下一步之臨床試驗仍然感到遙遙無期，其中最為關鍵的因素為從人體所取得之幹細胞需要在實驗室中經過一段時間的培養及繼代，因此在臨床的應用上還有風險性便會增加，因此在思考未來之發展應用的方向上便想到是否可以使用第0代之脂肪幹細胞（即所謂之Stromal vascular fraction，SVF）來做為將來臨床試驗上應用的治療細胞，上述SVF只需在將人體所抽取之脂肪在開刀房中離心萃取後，經過一至一個半小時即可取得，以作為將來幹細胞治療之應用。

本次進修的實驗室主持人為東京大學形成外科吉村浩太郎Kotaro Yoshimura，他本身即為專精此SVF以及脂肪幹細胞之領先研究者，在國際上亦佔有一席之地，有極多的科學論文去探討SVF之細胞組成、萃取方式以及如何純化。此外，針對脂肪移植手術，Yoshimura教授更提出了獨步全球之細胞輔助脂肪移植方法（Cell assisted lipotransfer，CAL），主要為利用純化萃取過後之SVF來促進脂肪移植的存活度，在日本已經成功的通過第三期的人體試驗，同時已經在橫濱成立一個國家級的細胞治療中心（Cellport）專門從事CAL相關移植，考慮其地緣性以及日本人之族群與台灣人類似，因此決定申請一個月的時間至Yoshimura教授之實驗室去學習相關幹細胞之培養以及萃取技術，同時亦希望前往東京大學以及上述位於橫濱之CAL臨床治療中心去觀摩並學習相關技術。
二、過程


學習過程分為三個部分，分別為實驗室、東京大學附設病院手術室以及橫濱Cellport中心之學習，以下分述之：
1. 形成外科實驗室：


東京大學形成外科之實驗室傳承東大百年以上的悠久歷史，隱藏在古老有傳統氛圍的建築中但不顯擁擠（如圖一），實驗室硬體排列雖然都位於走道上，但是仍屬整[image: image10.jpg]



圖一：東京形成外科專屬實驗室

齊清潔，與日本之街道整潔有相互呼應之味道，在空間不大之實驗室中擺滿了各種先進之儀器，如流式細胞儀、共軛焦顯微鏡、免疫螢光顯微鏡、自動反轉錄聚合酶反應機等，其他如動物手術室、細胞培養室等亦是非常齊全，學生或是住院醫師可以在同一個地方完成所有的細胞萃取、細胞培養、組織染色、分子生物分析以及動物實驗，可謂是一個非常完備之專屬研究室。

實驗室的組成亦為十分多元，在與我同期在實驗室的成員有來自於醫院的形成外科住院醫師以及主治醫師，此外還有來自大陸的醫學生，同時也有來自產業界的博士後研究生，以及自北京清華大學來訪的國際學者（圖二），也因此，如此國際化的組成成員聚集在同一個實驗室中，除了一律得用英文來做為實驗室的溝通語言之外，也常常有不同文化的交互衝擊，常常在研究室會議討論中有不少火花。
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圖二：實驗室例行會議成員

第一週至實驗室除了認識其環境及成員之外，Yoshimura教授亦為我安排了其實驗室中各個成員的研究計畫簡報，能讓我簡單的了解整個實驗室研究的概況，以利我接下來可以針對我有興趣的部份做進一步學習。除此之外，我也針對我之前碩博班所進行之研究內容在其實驗室進行分享交流（圖三），同時也進一步說明我此行的目的以及想要請益的部份，有利於彼此之間的了解及更進一步的交流。
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圖三：於實驗室中分享個人研究成果

在幹細胞的培養以及特徵化的基礎研究中，首先針對該實驗室之統一處理流程先做了解，此一部分由來自大陸的醫學生示範（圖四），主要是採用來自臨床所抽取而得之脂肪先行離心得到純粹的脂肪，將其加入第一型之膠原纖維蛋白酶作用30分鐘，在經過中和反應之後再一次離心取得SVF，之後使用自動細胞技術器去計算所得到之細胞數量以及存活度，接下來使用流式細胞儀去分析所得到之SVF中脂肪幹細胞之比例，其所採用的標準為CD34＋、CD31－、CD45－，之後即可將細胞存於液態氮之中保存以利後續之研究。
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圖四：實際觀摩脂肪幹細胞萃取過程


其次關於幹細胞之萃取技術，傳統上為上述使用膠原纖維蛋白酶來純化獲得脂肪幹細胞，但是未來的臨床應用上受限於酵素之生物毒性以及製成是否符合cGMP產程，因此有許多文獻指出亦可利用一些物理性的方法來萃取出脂肪幹細胞而不傷害細胞的活性，在進修期間本人與其形成外科之住院醫師Jun Araki 合作共同建立利用micronized fat graft來萃取脂肪幹細胞（圖五），由細胞計數器以及流式細胞儀可得知此方法可成功取得一定程度的脂肪幹細胞，但是與膠原纖維蛋白酶作用所得肢幹細胞相比，產出比例仍太低，因此可能需再進一步優化此過程。
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圖五：實際操作micronized fat graft technique
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此外除了上述脂肪幹細胞相關實驗之學習與合作外，在進修時間更學習到一個新的關於利用脂肪幹細胞促進毛髮再生的動物模式（Chamber assay圖六），主要為在裸鼠背上植入一腔室植入物，其中可放入脂肪幹細胞以及新生鼠之真皮囊細胞，待一週後將植入物移除，三週後即可在裸鼠背上長出新生的毛髮，此一動物模式可運用於毛髮再生或是皮膚再生的實驗，用以研究不同細胞治療對齊的影響為何。

圖六：Chamber assay執行步驟
2. 東京大學附設病院手術室：


除了在實驗室學習之外，本人亦有跟隨Yoshimura教授進入東京大學附設醫院之手術房學習自體脂肪植入手術之相關技巧，有關於此熱門的手術，台灣美容外科於2011年即有請到Yoshimura教授至台灣為全體整形外科醫師示範相關手術，也就是說其相關手術的經驗在台灣整形外科界亦是被認可為執牛耳，而本次學習的重點主要放在其抽之後脂肪之冷凍處理以及純化過程（圖七），在純化過程中全程使用冰水來降低脂肪之代謝率，以期保存其細胞活性以增加移植之脂肪存活度。另外Yoshimura教授也有示範其對於疤痕組織的脂肪注射使用ligotomy的手術技巧來減緩疤痕之沾粘以及增加移植脂肪的填充性以及存活度（圖八）。   
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圖七：低溫脂肪純化步驟               圖八：Ligotomy手術技巧


此外針對自體脂肪隆乳手術部分，亦有觀摩到Yoshimura教授自己開發的填充技巧，使用漸進式的填充針頭來進行填充，並且針對其填充的層次以及數量有進一步的教導與學習（圖九），對於未來回國後欲從事相關之臨床手術也非常有助益，並希望能嘉惠更多的相關病人，如乳癌手術切除後或是乳房重建後有發生部分組織壞死之病人。
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圖九：自體脂肪填充隆乳之手術技巧學習

3. 橫濱Cellport中心：


最後在學習的過程中，有前往位於橫濱的Cellport幹細胞隆乳中心進行參訪，此一中心之成立源自於2006-2008在東京大學所進行之臨床試驗確定使用幹細胞輔助脂肪隆乳有其成效與安全性，因此日本厚生省特許於橫濱成立此一專門只能進行幹細胞脂肪移植手術的中心（圖十），由於病患隱私，過程中並不允許攝影，其主要的過程為病患經由醫師評估過後無重大疾病，由特許之醫師為其執行三次之脂肪移植，每次之脂肪移植為抽取不同部位之脂肪後，將一部分脂肪在開刀房內經離心以及膠原纖維蛋白酶的催化後所得之SVF，與純化後之脂肪混合，一同打入乳房內，對於其手術步驟以及相關細胞處理皆有與該院負責人做一詳細的討論。
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圖十：Cellport clinic之細胞萃取過程以及設備
三、心得


Yoshimura教授對於自體脂肪幹細胞以及相關研究之廣度以及深度皆有長足的進步，其中對於SVF以及脂肪幹細胞之基礎研究，以及脂肪移植後之存活度分析皆以有發表重要的國際期刊，一個月的時間在其實驗室充分感受到其對於研究的熱情，套句他本人講的話："I like research more than surgery"，便可知道他對於研究的熱情以及奉獻的程度，也難怪可以發出具有其國際地位的研究論文。另外在東京大學見識到九成以上的住院醫師皆在進修博士班，甚至固定有大陸的醫學生前來就讀博士班，便可得知其學術競爭的壓力，但是壓力帶來的便是國際競爭力。此外，除了基礎的脂肪幹細胞研究方法外，亦有學得另一個毛髮再生的動物模式，預計回國後即著手撰寫相關研究計畫，並同步與東京大學建立合作關係共同研究相關課題。此外藉由參訪Cellport中心的經驗可以作為之後進行人體試驗或者是細胞治療的參考。故此行收獲極為豐富
四、建議事項

國內學術機構甚至是醫學中心現在大多有臨床醫學研究所供醫師進修研究領域，但是在推廣的力度上還有比例上仍然有差距，在東京大學大多數醫師在住院醫師即會進入博士學程進行研究，其中甚至在某些實驗室為全職學生，類似MD, PhD機制，期許未來的臨床醫師皆有獨立設計及完成基礎研究的能力，此點在大陸來的醫學生上面也可見，因此台灣未來的醫界如果要保持國際競爭力，全面鼓勵臨床醫師進修，同時有更好的誘因或是配套措施鼓勵，使其無生活上的後顧之憂才是台灣醫學將來可以與其他國家競爭的方法。另外在大學與產業界的結合方面亦可有所發展，不論是增進研究室的研究能量與資源，或者是合作發展臨床試驗或是醫療器材的研發，都有助於發展台灣生技產業的進展。
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