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摘要：
許多難纏的疾病，如神經退化性疾病與糖尿病，在1998年建立人類的胚胎幹細胞後，開始露出一線曙光。但就算科學家已經從胚胎幹細胞，成功引導出特殊種類與功能的細胞，預備做細胞治療時，需透過細胞核移植技術，使排斥的情形大大減少。但今年3月，韓國透過細胞核移植技術成功作出人類的胚胎幹細胞株，轟動全世界。但是他們從242顆卵，只做出一個胚胎幹細胞株，就牽涉到醫療倫理的層面了。既然每一個人都要訂製自己的幹細胞株，那麼卵子的來源就很重要了。去年5月底，賓州大學就利用小鼠胚胎幹細胞，體外培養出型態上非常像卵子的細胞。在過去一年中，我們採取另一種方法，先從胚胎幹細胞株引導至初始生殖細胞，第二步利用細胞重組的方法，培養小鼠的卵子或精子。如果我們能成功從胚胎幹細胞，製造出卵子或精子，就不用擔心它的來源受限，再回過頭去經過細胞核移植技術這一訂製程序，製造出有用胚胎幹細胞株，那時，研究胚胎幹細胞的醫療倫理爭議相對就會減少很多。
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目的：


小鼠的胚胎幹細胞(mESC, mouse embryonic stem cell)在1981年就被成功培養出來(Martin, 1981)，其間科學家對於幹細胞的探討雖然不曾停止，但直到最近幾年才又變得更熱門起來。一方面是由於1998年人類的胚胎幹細胞被建立(Thomson et al., 1998)，另一方面也是得力於近年來生物科學的飛躍進步。一百多年來的西方醫學，雖然幫人類解決了許多疾病與痛苦，延長了平均壽命好幾十年，但不可否認的，面對許多疾病，尤其是自然老化或基因帶來的，如Huntington's disease, Parkinson’s disease或糖尿病等，醫學目前還是束手無策。直到人類的胚胎幹細胞被發現，才露出一線曙光。因此，目前胚胎幹細胞被研究最多的就是這兩個領域——神經退化性疾病與糖尿病。如今年5月哈佛大學認為胚胎幹細胞是對第一型糖尿病的唯一選擇(Dor et al., 2004)，與今年6月日本岡山大學發表的移植胚胎幹細胞讓Parkinson’s disease部分恢復的報告(Yoshizaki et al., 2004)。


但問題來了，就算科學家已經從胚胎幹細胞，成功引導出特殊種類與功能的細胞，預備做細胞治療時，免疫排斥的問題怎麼辦？以台大醫院目前的移植手術而言，即使術前HLA配對成功，術後使用抗排斥的藥物，都仍然有20-50%的排斥率(吳明義&楊友仕, 2000)。因此，如何訂製一個屬於自己的幹細胞株呢？有三種方法可以改善胚胎幹細胞移植時的排斥現象，第一，是去掉HLA的基因表現或改變成為與接受者一樣的HLA。第二是細胞核移植，讓整個細胞變成自己的，再養成胚胎幹細胞，再分化成特定細胞。第三，製造與捐贈者相同HLA的血液免疫細胞一起移植。雖然有人說幹細胞比較容易被調控，使之不表現出HLA抗原，但人類胚胎幹細胞這方面技術仍不成熟，最好透過細胞核移植技術，會使排斥的情形大大減少，HLA的配對就不是問題(Surbek et al., 2001)。


但問題又來了，今年3月，我們的鄰國，韓國漢城國立大學曾這樣做過，透過細胞核移植技術成功作出胚胎幹細胞株(Hwang et al., 2004)。但是他們從242顆卵，只做出一個胚胎幹細胞株，而且這些還是人卵，就牽涉到醫療倫理的層面了。尤其今年五月初Nature還爆料指出一些醜聞，其中牽涉到該實驗室人員與學生被要求捐卵的事情。這些專家中的專家都必須『浪費』這麼多卵，一般的研究者，豈不要一將功成萬「卵」枯？既然每一個人都要訂製自己的幹細胞株，那麼卵子的來源就很重要了。雖然說這些卵子的用途是要建立胚胎幹細胞株，但有趣的是，胚胎幹細胞既然無所不能，我們何不就利用它來製造卵子生殖細胞，進一步為治療性複製（細胞核移植技術）做準備。


去年5月底，賓州大學有一群學者，就發現它的可行性(Hübner et al., 2003)，從小鼠胚胎幹細胞，體外培養出至少型態上非常像卵子的細胞，而且自動分裂成像胚胎的細胞。去年9月，日本學者也讓胚胎幹細胞在nude mice體內培養出精子細胞(Toyooka et al., 2003)，今年哈佛大學的一個團隊，更從體外培養出一些非常類似精子的生殖細胞(Geijsen et al., 2004)。雖然，到目前為止，這些生殖細胞，或看似生殖細胞的東西，尚未成功執行它的功能，即生育功能，但是透過不斷的探討與研究，我們相信謎底解開的時間不遠了。如果我們能成功從胚胎幹細胞，製造出卵子或精子，再回過頭去製造胚胎幹細胞株，那時，研究胚胎幹細胞的醫療倫理爭議相對就會減少很多，至少不用去殺害自然形成的胚胎，或浪費很多病人的捐卵。

過程：

一﹑ICR小鼠自然交配繁殖：
因為ICR品系之小鼠可得到較多之卵子(Canning et al., 2003)，我們多年來每週做人類試管嬰兒胚胎培養液測試時，也發現這個現象。選擇6-8週的原因是，這個時期，卵子數與胚胎著床數，適合要求。觀察其陰道分泌狀況，潮濕者易交配，分批放入公鼠籠中，自然交配，記錄成功交配者。但無交配者，也可能false negative，所以也要做記錄。公鼠原則上不連續使用，至少間隔一至兩天不交配。選擇自然交配的原因是，雖然藥物刺激會增加卵子數目，但著床狀況不穩定，甚至有大半胚胎萎縮的案例(Ertzeid & Storeng, 1992)。有人說是因為著床時間點附近，TIMP-3增加的原因 (Ku et al., 2003)。採自然交配的另一個理由是，卵巢經過刺激，下一次反應就會不好(Van Blerkom & Davis, 2001)，也有人說體外培養時，卵巢經過刺激會影響減數分裂的能力(Combelles & Albertini, 2003)，而減數分裂的能力正是我們這實驗中最重要的部分。
二﹑取13天半的ICR小鼠胚胎性腺：
雖然各研究單位都正在進行類似實驗，直到目前2004年為止，成熟的精子或卵子尚未從胚胎幹細胞得來(Geijsen et al., 2004; Hübner et al., 2003)。其中牽涉到基因控制的部分，我們尚未全然明瞭。因此，我們從胚胎幹細胞得到的初始生殖細胞(primordial germ cell, PGC)，藉由已經自然形成的性腺組織來支持(Eppig & Wigglesworth, 2000)，繼續發展到成熟的生殖細胞，例如精子與卵子，才有可能養育出下一代。雖然有人認為肉眼能清楚分辨雄性與雌性的性腺，最早約在12.5 dpc (days post coitum)，但個人經驗認為還是有點困難（見圖一），甚至有人主張15.5 dpc前都要做DNA鑑定(Pesce et al., 1998)。所以我們原則上選擇13天半大的胚胎來做實驗。當然14-18天將來實際做實驗時，或許也可以當作比較，不一定越原始的性腺越好，尤其是雄性部分(McLean et al., 2003)。交配後13天，理論上每隻小鼠應懷有10個胚胎左右，肉眼可看出其肚子變大了，沒有受孕的母鼠可以再使用一次。懷孕13.5 dpc時，母鼠經過CO2犧牲後，無菌技術下，取出胚胎，在解剖顯微鏡下分離出性腺，將卵巢與睪丸分別放在不同的培養皿中，然後用Trypsin/EDTA/DNase I打散成單細胞，經過兩次黏附過程後，生殖細胞都去除了，只剩下gonadal stromal cell，然後再與PGC相結合。
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圖一 ICR小鼠不同懷孕週數之性腺

三﹑PGC的獲得：
我們從購買(7AC5/EYFP)或自己製造(129/6-FUGW-5)含GFP螢光表現的胚胎幹細胞株，分別雄性與雌性各一株，在培養皿中擴大細胞數目到107以上時，做成類胚胎體(embryoid body)，培養96小時，使之初步進入分化的過程，再用Trypsin/EDTA/DNase I打散成單細胞，然後用SSEA-1抗體選擇出陽性的細胞(使用MACS或FACS)，約有5-10%的細胞為SSEA-1+。再於含有2 (M的vitamin A與1,000 U/ml的LIF中培養7天，如果仍然保有SSEA-1抗原者，即為PGC或其前身細胞(Geijsen et al., 2004)，其SSEA-1+細胞比率約為10%左右(見圖二)。
圖二 PGC的獲得與之後的步驟
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四﹑重組性腺(re-aggregation): 
利用Eppig JJ等人重組性腺的理論(Eppig & Wigglesworth, 2000)，將雄性與雌性PGC分別與雄性與雌性性腺的stromal cells相緊密結合（見圖三）。雌性部分也可嘗試不把卵子去除來結合，因為有人認為卵子對於濾泡生成有相當重要角色(Eppig, 2001)。他們多年來都是用「卵子」來跟stromal cells相重組，但我們得到的是卵子的前身PGC，而成熟度的差異會不會得到有效的結果，需進一步實驗。或者在重組前，可嘗試不同天數的PGC培養，即含有SCF, LIF, bFGF, TNF-(的培養液刺激一段時間，觀察效果。雄性部分，也有人認為不必移去生殖細胞反而比較好(Ohta et al., 2004)。也可嘗試大一點的胚胎，或成鼠，尤其是雄性部分，因為睪丸是在成年之後才進行成熟與減數分裂，所以有人認為成鼠比較有用(McLean et al., 2003)。還有應該在dish上，feeder上，cellulose membrane上或Matrigel中培養，需更進一步測試。
圖三 雄性與雌性ESC-derived PGC分別與雄性與雌性性腺的stromal cells相重組
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五﹑生殖細胞的辨識和取得：
卵子可以用型態來分辨，Hübner K等人曾發表這類照片(Hübner et al., 2003)，但長時間的體外培養過程，自然發生了孤雌生殖(parthenogenesis)現象，最後也沒有證實它是否為正常卵子，可不可以受精產生正常胚胎。精子部分則比較簡單，早期精子可用FE-J1抗體篩檢而得到(Geijsen et al., 2004)，雖然MACS方法比較簡單，但是磁鐵顆粒對於顯微注射(ICSI)的影響未知。但是，如果用FACS則需要比較多量的細胞，Geijsen等人的方法，只拿到很少的細胞(0.01%)，而且不夠成熟。或者我們可以嘗試nude mice皮下來植入，可藉助於in vivo的環境，讓它們有更有效的條件製造精子。然後，在顯微鏡下使用類似臨床上TESE (Testicular Sperm Extraction)切碎睪丸組織的方法，這方面我們在臨床治療不孕症患者，已有成熟之經驗。可藉由精子或較晚期的spermatid的活動力而辨識，取得來做ICSI，當然小鼠的ICSI比人類ICSI的困難多了，好在我們多年前已經有一台Piezo系統，大部分功能已經熟悉，應可以幫助此實驗的順利。假如有受精後，可在解剖顯微鏡下做胚胎輸卵管植入(TET)。
心得：

一﹑組織培養技術的進步：

因為長期而複雜的培養過程，需要穩定的操作技術，與非常清楚的條件控制。要不然想要重覆出現結果，會有困難。在每一個環節，如細胞打散的程度，會不會把細胞弄死了？細胞多大濃度最適合？要不要有feeder cells，免得細胞過度伸展？培養液的溫度與酸鹼度？分離細胞時的抗體濃度多高才恰當？太高細胞會死，太少又得不到細胞。這些技術的養成，需要時間，雖然一年時間好像不太夠，但是因為能夠專心，不需要兼顧平常的臨床業務，所以也是有一點點的心得。
二﹑免疫組織化學技術的進步：

每一個步驟都要確定細胞的屬性，因此準確有效的IHC技術是必須的。否則時間與金錢浪費之外，可能到頭來，做不出結果，白搭了。在國內，這些工作常常依靠病理科的幫忙，但是由於他們人力也吃緊，所以常常沒有滿意的結果。這一次很幸運，Emory 大學人類遺傳學系Dr. Chan的實驗室，是一個非常乾淨，條理又清楚的實驗室，所以這個技術從頭來一遍，不僅非常紮實，又因整個實驗大樓就擁有兩台multiphoton 共軛顯微鏡，對螢光影像的解析有非常大的幫助。運氣不錯的另一件事，隔壁大實驗室有請到超過20年組織化學技術經驗的研究員，對可見光的免疫組織化學技術，也給我相當大的幫忙。因此一年下來，也有小小心得。

三﹑顯微操作卵子技術的進步：
一般在台灣，都是實驗助理需長期接觸這些生殖細胞或胚胎，醫師擔任臨床服務工作，未必能在這方面駕輕技熟。可是因為在美國，這些技術是實驗所必須，尤其ICSI技術在小鼠比人類ICSI困難多了，因此，一開始沒辦法適應。多嘗試幾次之後，覺得也沒有那麼困難。但是如果碰到immature germ cells，因為細胞比一般精子大，依然沒有辦法克服這困難。但是經由對Piezo機器的熟悉，回國來如果能在小鼠上練習得宜，人類精卵顯微操作就更容易了。所以，從這一方面而言，還是有小小心得。
四﹑更了解生殖細胞的發生與發育過程：

醫師擔任臨床服務工作時，可能僅需注意到生殖細胞最後的成熟，不太管更原始的發育過程，更甭提它的發生了。但這個題目，牽涉的到一系列的細胞分化，生殖細胞的產生，移動，甚至減數分裂到成熟的精子或卵子。所以，不得不需要去了解其過程，而且每個步驟或其抗原表現，都必須十分確定。這更加深了我們對生殖細胞的了解，因此，這一年不只技術上有練習的成果，學識上也累積了一點小小心得。
建議：
一﹑科學期刊的提供能更有效：
在台大醫學院圖書館，約可提供1,200種的科學期刊供查詢，但在美國Emory大學圖書館卻有12,000種的科學期刊可以供查詢。因為快速有效吸取新知，或完整的獲得資訊，將使競爭更佔優勢，所以為了及早使台灣有一家大學，能排入全世界100大的大學，有些投資是應該的。

二﹑實驗設備與經費的改善：

雖然說美國平均國民所得是台灣的三倍，但研究經費申請下來，往往是台灣的五到十倍。但是，一般實驗材料，是不分國際的，甚至從台灣越洋買到一個抗體，或一罐培養液，還必須加上運費與關稅，反而比美國還貴。這是我們在學術經爭上的弱勢，如果我們要急起直追，必須要考慮到實驗設備與經費的適當分配與增加。
三﹑研究團隊的整合：
文人相輕，自古而然，在國內科學界也是一樣。但是受限於設備與經費的考慮，整合是必須的。像目前國內有關胚胎幹細胞的研究，就已有好幾個領導中心，可能在特殊領域上，都分別有其特殊表現，但我想一半以上的工作，可能都是重複的。對於每個團隊，花錢花時間去建構基礎工程，等到有個雛形出現，別個國家早就研究完了。
四﹑關於胚胎幹細胞研究：
如果談一般基礎研究，條件台灣差美國是有一大節，但是今年韓國漢城國立大學，成功建立了全世界第一株經細胞核轉植(SCNT)後的胚胎幹細胞株，轟動全世界。而韓國國民平均生產毛額只有我們平均所得的70%，從這一點來看，我們還是有希望的。有三個原因，一、它主題明確，範圍小。二、台灣關於胚胎幹細胞法律規定，相對寬鬆。三、台灣生殖科技在亞洲來講，算得上是已開發國家。如果我們能找對方向，用對我們的投資，還是有可為的。
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