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摘  要

    多種心腦血管疾病，包括心肌梗塞，都可以導致心臟衰竭。心臟衰竭的自然病程是持續的惡化，最終導致死亡。進行心臟移植似乎是解決末期心臟衰竭的最終手段。然而不幸的是，末期心臟衰竭的發病率遠超過了捐贈者。為了解決這一緊迫問題，醫學研究正朝向新的治療方法，包括使用幹細胞來再生受損或衰竭的心臟。目前在這新的領域已有很大的進展，主要是在於使用培養的幹細胞和囓齒動物的心血管疾病模型。


然而囓齒類動物和人類之間有很多不同之處。這往往導致難以斷定以往在囓齒類動物的研究成果是否能夠用於治療病人。利用非人類靈長類動物的研究，相信可以克服這類問題。因此，我們利用非人類靈長類動物之心肌梗塞模型，進行移植幹細胞的研究。
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本  文
目的
原定計畫目標與主題

    在世界各國，心血管疾病是疾病盛行率和死亡率的最主要原因。各種心血管疾病最後往往導致心臟衰竭，其中最常見的原因包括心肌梗塞或是缺血性心臟病。現今的治療並無法治癒心臟衰竭，即便是在使用眾多藥物治療之下，心衰竭病患的病情往往是持續的惡化，最終導致死亡。當今的醫療科技仍然無法改變心衰竭病患的命運，唯有心臟移植可以大幅改善心臟功能，但是接受移植的病患仍然需要長期服用抗排斥藥物。再者，不幸的是，心臟的器官捐贈來源相當有限，僅僅有極少數的病患能接受心臟移植手術。因此，我們需要發展新的治療方法來解決這一緊迫問題。

    在過去的十幾年來，各國的研究人員一直嘗試著發展各式各樣新的治療方式，這其中包含使用幹細胞來再生受損的心臟。到目前為止，雖然幹細胞的研究已經有相當的成果，但是這方面的研究進展主要是來自於小動物，例如囓齒類動物（包括小鼠以及大鼠）的實驗。但是，囓齒類動物與人類之間存有極大的差異。例如，小鼠心臟跳動可以高達每分鐘600次，然而正常人的心跳每分鐘約60-100次。這不同物種間的差異使得我們難以評估幹細胞治療是否在心臟疾病患者仍有顯著療效，同時也無法評估其安全性。舉例來說，以往幹細胞治療在小動物的研究中並沒有發現有安全考量的問題，然而在去年的「自然」雜誌中，有篇研究指出幹細胞治療在動物可能會引起心室頻脈，而心室頻脈對於人類來說可會有致命的危險性。所以，我們需要一個理想的大動物模式來克服前述的物種間差異性的問題。與囓齒類動物不同的是，非人類靈長類動物與人類具有高度相似性，利用非人類靈長類動物的研究將可以克服前述的問題。
    因此，這次研究計畫的目標是學習如何建立與臨床現況相符的大動物心肌梗塞模式，並且學習國外幹細胞研究的經驗。以期能夠將國外學得的實驗方法與經驗帶回台灣，之後能夠在成大設立實驗的大動物模式，以供將來「幹細胞在心臟疾病治療研究」之用。
緣起

    位於美國西雅圖的華盛頓大學擁有龐大且設備完善的靈長類動物中心，在因緣巧合下，成大傑出校友廖寶和博士積極地推展華盛頓大學與成功大學之間的合作，尤其是雙方工學院以及醫學院間的交流，可惜的是成大醫學院一直沒有老師與華盛頓大學進行研究交流，再者我的博士班指導老師謝清河教授是華大醫學工程博士。因此，在這種種機緣巧合之下，當時成大醫學院林其和院長及心臟科陳志鴻教授屬意我當開路先鋒，到華盛頓大學開始博士後研究的訓練。
    在獲得蔡良敏副院長（時為內科部主任）、心臟科李貽恆主任以及科內老師、學長們的支持，我與華大幹細胞與再生醫學研究所主任Prof. Charles E.Murry聯絡，表達要到Prof. Murry實驗室進行博士後研究訓練的意願。當年5月，我便由台灣飛到西雅圖接受一整天的面試。在謝清和教授的推薦與保證之下，Porf. Murry接受我到他實驗室當博士後研究員，並且將實驗室最大的研究計劃「使用人類胚胎幹細胞治療非人類靈長類動物心肌梗塞」交給我負責。
欲達成事項

    在這次研究中，我們將建立「非人類靈長類動物」的心肌梗塞模型，並且將人類胚胎幹細胞分化衍生而出的心肌細胞移植入「非人類靈長類動物」的受損心臟，以進行研究幹細胞治療的效果與安全性。從這些研究的結果，相信將有利於臨床幹細胞的心肌細胞療法的開發與運用。
過程
研究項目性質
    過去的基礎醫學研究以及小動物研究顯示人類胚胎幹細胞可以有效治療心肌梗塞，改善心肌梗塞動物的心臟功能，但是在進入臨床試驗前，仍需要大動物研究來驗證幹細胞治療的效果與安全。此一研究是利用大動物來探討人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞對於心肌梗塞的治療效果，屬於「轉譯醫學」的研究範疇。
研究主題
    研究如何建立與臨床現況相符的大動物心肌梗塞模式，以及由人類胚胎幹細胞分化心肌細胞之「細胞治療」方法。
研究單位介紹
    西雅圖這個城市擁有一所美西最古老也是最大的公立大學──華盛頓大學（University of Washington，簡稱華大、或是UW），它在2012年世界大學學術排名美國第6位、世界第8位，華大的校友、教授就有11位諾貝爾獎得主。主要校區在西雅圖University district。而醫學院主要分布在University district 跟south lake union這兩區，在2015年全美醫學院排名，華大醫學院在醫學研究排名第10名、在臨床醫療類連續數年蟬聯全美第1。
    華盛頓大學「幹細胞暨再生醫學研究中心」主要位於south lake union校區，主要的負責人正是華盛頓大學醫學院病理學科教授Prof. Charles E. Murry，也就是我這次在美國進行研究的實驗室主要負責人。由Prof. Murry所領導的這個研究團隊在過去的十幾年中已經在國際頂尖科學雜誌，例如「自然」、「自然醫學」或是「細胞」等，發表許多重大的幹細胞研究成果，可以說是「再生醫學」的領頭羊。
研究經過
每一隻猴子實驗中，我們都做了以下實驗過程：

1） 外套和繫繩訓練。
2） 心肌梗塞手術前進行心電圖以及心臟超音波檢查，確認猴子的心臟功能正常。
3） 使用心導管技術進行心肌梗塞手術「缺血-再灌流手術」，並且於術後植入中央靜脈導管。
4） 植入24小時心電圖紀錄器的電極並且持續性記錄心臟節律。
5） 幹細胞治療前實施心臟核磁共振檢查，評估幹細胞治療前的心臟功能。
6） 將幹細胞注射於心肌梗塞範圍。
7） 幹細胞治療後4週再次進行心臟核磁共振檢查。
心肌梗塞手術：「缺血-再灌流手術」
      在華盛頓大學靈長類動物中心的手術室內，於經驗豐富心臟血管介入性治療專家（華盛頓大學醫學中心 心臟內科 克雷頓、唐 醫師）的指導之下，學習如何利用心導管技術來施行心肌梗塞手術。動物需先麻醉，然後執行氣管內插管以確保呼吸的順暢。同時，在整個過程中也會持續監測心電圖。由靈長類研究中心的外科獸醫師執行股動脈切開手術以建立動脈導管。藉由X光導引，我們會先將一個“J”型導線放置入股動脈，然後通過腹部大動脈、胸部降主動脈和主動脈弓，最後到達胸部升主動脈。之後冠狀動脈導管會經由此一“J”型導線到達胸部升主動脈。移除去“J”型導線後，在X光引導下，開始執行下列所有步驟：

1) 將冠狀動脈導管放置於左主冠狀動脈開口，並且注射顯影劑來確認導管位置。
2) 將一個極細的冠狀動脈導線放置到左冠狀動脈前降支（LAD）。
3) 確認冠狀動脈導線位置抵達左冠狀動脈前降支的遠端位置時，沿著冠狀動脈導線把冠狀動脈血管整形術氣球導管送至左冠狀動脈前降支的中段位置。
4) 使用X光攝影確認冠狀動脈血管整形術氣球導管的位置是否在中段左冠狀動脈前降支。
5) 注射顯影劑進入冠狀動脈血管整形術氣球導管內來張開氣球用以阻塞左冠狀動脈前降支血流。氣球預計阻斷血流達180分鐘來造成心肌梗塞。
    上述方法稱之為「缺血-再灌流手術」。在整個手術過程中，動物中心的麻醉獸醫師會仔細監測猴子的狀況、血流動力學指數和心跳。  心肌梗塞手術完成後，我們會將冠狀動脈血管整形術氣球導管內的顯影劑抽回，之後再把氣球導管與冠狀動脈導線移除，最後將冠狀動脈導管拔出體外。之後，華盛頓大學靈長類動物研究中心外科獸醫師會移除股動脈導管並且修復股動脈。

「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」移植手術：以「開胸手術」或是「心導管」實施心臟肌肉內注射
      在心肌梗塞手術兩週之後，我們在華盛頓大學靈長類動物研究中心的手術室內進行開胸手術，研究中心的外科獸醫師將猴子的胸部以及心包膜打開後，我們便可以直接目視到心肌梗塞的區域，之後再將「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」注射到心肌梗塞區域，包含梗塞邊界區域（infarct border zone）和壞死組織中央區域（infract central zone）。總計約10億個細胞，分成5次注射。注射完成後，研究中心外科獸醫師會再將傷口縫合。
因為開胸手術方式進行心臟肌肉幹細胞注射的方式並無法將幹細胞注射到心室中膈的區域，但是，此一區域卻也是大範圍心肌梗塞的部位，所以為了增進幹細胞治療的效果，必須要設法將幹細胞注射到心室中膈，然而由開胸手術的方式效果並不理想，因此，我們考慮嘗試用心導管的技術將幹細胞注射到心室中膈。
同時，猴子開始每天接受免疫抑製劑的注射，包括環孢素，甲基類固醇以及免疫球蛋白。
研究成果
確定非人類靈長類動物之心肌梗塞模式
    現行治療心肌梗塞的準則是盡快將病患阻塞的冠狀動脈打通，可是傳統的動物心肌梗塞模式是利用外科開胸手術方式將動物冠狀動脈作永久性的阻斷，此一方法雖然可以達到動物心肌梗塞的目的，但是卻與現行臨床狀況大大不同。因此這樣的動物模式用來研究心肌梗塞是不恰當的。
    在本次研究中，我們使用心導管的方式來進行心肌梗塞手術，這是一個比較符合現在心肌梗塞病人的動物模式。在剛開始時我們只阻斷左冠狀動脈前降支末端血流90分鐘，雖然可以造成心肌梗塞，但是動物的心臟功能並沒有顯著的影響：依據動物心臟超音波檢查結果顯示手術前動物左心室收縮功能（左心室血液射出分率）約65%，術後兩週的左心室收縮功能大約是62%。動物心臟功能並沒有因為心肌梗塞而變差，這意味著心肌梗塞的面積小，並且無法用在研究幹細胞治療的效果。所以必須要改進心肌梗塞的動物模式。在改變手術方式以及時間之後：阻斷左冠狀動脈前降支中段血流180分鐘，我們發現動物的左心室收縮功能會由65%下降到約40%。同時病理切片檢查也顯示此一改良的手術方式可以引起大範圍的心肌梗塞（圖1）。
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圖1. 大範圍心肌梗塞之病理切片染色。（圖左）H＆E染色顯示大範圍全壁性心肌梗塞和（圖右）纖維染色顯示心肌梗塞部位產生纖維化的病理性變化。
「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」能夠修補心肌梗塞區域 
    在幹細胞治療後4週，猴子接受第二次的心臟核磁共振檢查，結果顯示經由「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」治療後，猴子的左心收縮功能獲得改善；相反的，對照組動物的心臟收縮功能並沒有改變。同時，我們也做病理切片與組織染色檢查，結果也顯示移植的人類心肌細胞能存活在猴子心臟，並且能夠修補受損的心臟區域（圖2）。所以，根據心臟核磁共振檢查結果以及病理切片檢查結果，我們可以得到下列結論：「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」能夠修補心肌梗塞，改善受損的心臟功能。
圖2. 利用心臟肌肉內注射方式將「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」移植入猴子心肌梗塞區域。圖a-f皆是免疫螢光染色，紅色部位是猴子正常心臟肌肉，綠色部位是移植的「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」。病理切片顯示移植的「人類胚胎幹細胞分化的心肌細胞」可以在猴子心臟內存活並且修補心肌梗塞部位。
心得及建議事項：
    今年每一期的「自然」曾刊出一篇主編評論，談到了一個全球都面對道的一項嚴重議題：「沒有錢，沒有研究」。根據統計資料指出，科學研究環境正處於一個非常困難的局面，與十年前相比，現在的研究經費大幅減縮。年輕的研究人員將會發現申請研究經費是困難和具挑戰性的。這次我在美國的研究是在華盛頓大學非人類靈長類動物中心進行，該中心具有優良的傳統以及完整的設備與技術人員，並且獲得華盛頓大學醫學院的奧援，同時華盛頓大學的指導教授也有龐大的研究經費可以支付。在那樣完美的環境下，幸運地我能夠有機會學習並且實際操作大動物實驗和心臟再生的研究。 
    回到台灣後，許多的問題接踵而至：什麼是你的下一個步？你將如何在台灣繼續你的研究？這些問題是很實際的，當在成功大學跟同儕談到我在華盛頓大學的研究時，他們總是會問到這些問題。現在，不幸的是，因為我沒有任何的預算，所以即使我有許多的研究目標而且我也有能力去執行，我依然無法做研究。我不得不等待，直到我能夠申請到的研究經費，例如科技部。

    許多台灣地區（如台大醫院），或是美國的研究機構，他們提供了一些機會給年輕或是新進的研究人員申請足夠的研究經費（如台大醫院提供2年NT $ 3,000,000），以幫助他們開始研究工作。希望將來成大也可以提供類似的機會或是經費來幫助年輕研究人員。
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