出國報告（出國類別：進修）

Notch訊息傳遞路徑調控自然殺手細胞的擴展與活化以作為癌症免疫治療
服務機關：國立臺灣大學醫學院附設醫院小兒部

姓名職稱：張修豪/主治醫師

派赴國家：美國/田納西州St. Jude兒童研究醫院
出國期間：101年08月01日至102年07月31日
報告日期：102年09月12日
摘　　　要
近來，自然殺手細胞的細胞治療在臨床應用越來越廣，包括治療癌症、感染性疾病及移植抗宿主疾病等方面都有報告，尤其在癌症的免疫治療有許多新的研究，包括對傳統化療無效的頑固性血癌及轉移性的腫瘤等，都有令人振奮的結果，而且副作用少，不會引發器官傷害或移植抗宿主疾病。因此，自然殺手細胞運用於癌症的免疫治療，目前是一個正在發展且極具潛力的領域。此次到美國St. Jude兒童癌就醫院進修，以Notch訊息傳遞路徑為基礎，進行了自然殺手細胞擴展與活化的計畫，研究KIR(killer immunoglobulin-like receptor) 跟HLA-C ligand的交互作用，學習了研究自然殺手細胞及細胞治療相關的實驗室技術，見習了臨床跟GMP實驗室，並積極參與各個學術演講及重要的國際會議，得到許多寶貴的經驗及知識，收穫豐富。      
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一、目的
自然殺手細胞 (Natural killer cells - NK cells) 是在1975年被發現的，它是淋巴球細胞的一支，約佔人類周邊血液中淋巴球細胞的5%到20%，目前大部份是用細胞表面標記CD56陽性及CD3陰性來辨認它。事實上，NK cells還是一群heterogenous的淋巴細胞，裡面的細胞有不同的功能，有的以分泌cytokines為主，有的則是以cytotoxic的功能為主，和T淋巴球不同的是，NK cells並非辨認外來的抗原 (foreign antigens)，而是辨認細胞表面的MHC分子，來分別是”自己的”還是”非自己”的細胞，之後再加以毒殺，或者是細胞表面已有抗體coating時，NK cells也會對這樣的細胞進行ADCC免疫反應。近來，NK cells的細胞治療 (cellular therapy) 在臨床應用越來越廣，包括治療癌症、感染性疾病及GVHD等方面都有報告，尤其在癌症的免疫治療有許多新的研究，包括對傳統化療無效的頑固性血癌 (refractory leukemia) 及轉移性的腫瘤 (metastatic solid tumors)等，都有令人振奮的結果，而且副作用少，不會引發器官傷害或GVHD。因此，NK cells運用於癌症的免疫治療，目前是一個正在發展且極具潛力的領域。而要將NK cells用於細胞免疫治療時，了解NK cells的expansion及activation機制為何，以及如何讓NK cells expansion跟activation來加強細胞免疫治療的效果，就是一個重要的課題。之前的研究已顯示，Notch signaling pathway對NK cells的生成及發育有重要的影響，因此，理論上來說，Notch signaling pathway在NK cells的expansion及activation也應該佔有重要的角色。我出國進修的目的，ㄧ方面想探討NK cell biology如何運用在癌症的細胞免疫治療，另一方面也想利用Notch signaling pathway來調控NK cells的expansion及activation，此即個人進修研究的主要課題。
二、過程
美國的St. Jude Children's Research Hospital (SJCRH) 在兒童癌症及血液幹細胞移植的治療和研究方面，在國際上一直居於領導地位。這個醫院是私立的機構，她的創始人是美國影星Danny Thomas，他的父母是黎巴嫩人移民到美國。Danny Thomas在過了困苦的童年後，開始發展演藝事業，並逐步獲得成功。但他有一個夢想，就是"no child should die in the dawn of life"，於是1962年他靠著募款在Memphis創立St. Jude Children's Research Hospital並開始運作，致力於治療兒童的重大疾病，尤其是癌症的病人。St. Jude Children's Research Hospital更在1999到2005年期間進行擴建，建立了美國惟一一個兒童醫學中心裡面有可以製造符合Good Manufacturing Practice (GMP)生物醫學製劑跟疫苗的GMP中心。發展至今，St. Jude Children's Research Hospital的兒童急性淋巴性白血病(Acute lymphoblastic leukemia, ALL)的治療成績是現今全是世界最好的，已經接近100%的治癒率，目前臨床部門的住院病床有78床，門診病人每天大約260人，ㄧ年約服務7800位病人。而研究部門則有多達500位以上的博士後研究員，在不同部門的實驗室中進行研究工作，是美國除了國家衛生研究院(National Institute of Health)之外，擁有最多博士後研究員的機構，研究風氣之盛可見ㄧ般。 
我這次進修的實驗室主持人是Wing Leung教授，在臨床上他是St. Jude Children's Research Hospital Bone Marrow Transplantation and Cellular Therapy department的chair，在研究上他的實驗室分兩個部分，ㄧ個部分以技術員為主，負責幫他做臨床試驗相關的檢驗項目，以利於臨床試驗的進行，另一個部分以資深研究人員跟博士後研究員為主，做的是基礎或是轉譯醫學的研究，尤其是跟NK cells biology及細胞治療相關的研究。Wing Leung教授在NK cells biology及細胞治療相關的研究領域是很知名的學者，他於2005年首先以NK cells成功治療了一位當時已作過造血幹細胞移植，但後來復發且對化療無效的refractory infantile ALL的病人，此結果發表於著名的期刊Blood上 (Blood. 2006;107(3):1238-9.)。之後他在10位急性骨髓性白血病(Acute myeloid leukemia, AML)的病童做完化學治療後，輸注病童父母親的NK cells (Haploidentical)，追蹤兩年的結果，這10位病童都一直維持緩解的狀態 (J Clin Oncol 2010;28(6):955-9.)
到了實驗室後，Wing Leung教授希望我能夠了解實驗室每一個人在做甚麼，所以我先跟隨每一位研究人員，看他們目前進行的研究跟計畫，藉此也可以知道整個實驗室研究的重點跟方向。當時實驗室進行中的研究計畫包含了(1)運用從臍帶血分離出來的CD34+細胞，在利用細胞激素(cytokines)使其分化為NK cells後，嘗試找出調控NK細胞發育的基因或機制(2)以篩檢的方式找出可以誘發癌症細胞表現出NKG2D ligands的藥物，NKG2D是NK細胞上面很重要的活化訊息接受器，有些癌症細胞完全不表現NKG2D ligands因而無法被NK細胞殺死，若可以利用藥物使其表現出NKG2D ligands，則原本無法被NK細胞殺死的癌症細胞會轉變為可以被NK細胞殺死的癌症細胞，這樣的藥物可以進一步應用在臨床(3)不同的KIR alleles，對NK細胞功能的影響程度，KIR(killer immunoglobulin-like receptors, KIRs)是NK細胞上面很重要的訊息接受器，有的是抑制性訊息接受器，有的則是活化性訊息接受器，而且KIR genes 有很多polymorphism，在不同的個體、種族，也有不同的alleles分佈頻率，若能找出不同的KIR alleles，對NK細胞功能不同的影響程度，可以將這樣的結果應用在跟NK細胞功能相關的疾病上(4)表達跟不表達KIR的NK細胞，研究他們的功能性差異。
在了解實驗室大致的研究方向後，我也著手進行我的研究計畫，要利用Notch訊息傳遞路徑調控自然殺手細胞的擴展與活化以作為癌症免疫治療。因為在實驗室中並沒有人做Notch訊息傳遞路徑和NK細胞相關的研究，Wing Leung教授讓我自己先思考該如何著手。因為Notch訊息傳遞路徑和T細胞的發育有關，而NK細胞又是之後從T細胞發育而來，因此我想利用Notch接受器的ligands來刺激NK細胞上的Notch接受器，傳遞訊息後誘發NK細胞的活化跟擴展。細胞培養系統在跟Wing Leung教授討論後，他建議我用IgG Fc coating system，也就是我先把Notch receptor ligands和 IgG Fc做成fusion protein後，coating到culture plate，再用這個culture plate培養NK細胞。於是我開始clone Notch receptor的ligands，包括了Jagged 1、Jagged 2、Delta 1、Delta 3、Delta 4。於是我開始從cell lines跟human的primary cells去clone這些genes，但不太容易，因為在gene cloning的過程中發現這幾個ligands有許多的isoforms，花了許多時間才clone到這些ligands，然後和IgG Fc表達成 fusion protein後，進行蛋白質純化，再coating到culture plate。之後我試了兩種細胞來進行細胞培養實驗，ㄧ種是從cord blood分離出來的CD34+細胞，另外一種是直接從人體身上取得的週邊血液再分離出來的NK細胞，在培養好幾個月也重覆幾次實驗後，可惜NK細胞的增殖情形並不十分理想，對腫瘤細胞的毒殺作用也沒有增加。
在此同時，Wing Leung教授也建議我進行另外ㄧ個計畫，就是探討KIR2DL2/3跟他的ligands (HLA-C1 protein)的交互作用。因為KIR跟HLA都是人類身上相當多形性的基因，不同的個體往往帶有不同alleles的KIR及HLA，而不同的KIR2DL2/3跟HLA-C1的組合會影響人體內NK細胞的功能跟活性，如果能夠確認上述這樣的想法，這個結果也可以運用臨床進行造血幹細胞移植時，選擇捐贈者的參考。Wing Leung教授的實驗室已經有KIR2DL2/3 alleles stable expression的YT-Indy cells，於是我先clone HLA-C1基因，包括了Cw01、Cw03、Cw07、Cw08、Cw12、Cw14、Cw16，再把這些基因transduction到721.221 cells，之後把這些HLA-C1 transduction的721.221細胞跟transfected KIR2DL2/3進行NK cell killing assay，發現不同的KIR2DL2/3跟HLA-C1 protein的組合確實產生不同的 NK cell killing assay的結果。知道這樣的結果之後，下一步我們想知道不同的HLA-C1 ligands之間，是哪一個位置的氨基酸序列影響了跟KIR2DL2/3的交互作用，於是我align了所有HLA-C1 ligands的氨基酸序列，並跟醫院裡面structure biology部門的人合作，在進行HLA-C1的蛋白質結構分析後，找出了幾個可能會影響跟KIR2DL2/3交互作用的胺基酸序列，然後我針對這些序列用site directed mutagenesis的方法，做了好幾個HLA-C1的mutant clone，再transduction到721.221 cell，之後進行cell sorting，在拿到stable expression的721.221的cell line之後，此時我進修的時間已到且計畫正好到一個段落，所以後續要進行的mutant clone的NK細胞function assay及動物實驗，就讓Wing Leung教授實驗室的研究人員繼續完成。另外在最後幾週，也利用時間去醫院的門診及病房觀摩，以及參觀醫院GMP的實驗室。
在兩年的進修當中，參加了兩次國際性的會議。ㄧ個是2012年的NK cell meeting，這個會議是惟一專門聚焦於Natural immunity的國際研討會，參與的人數大約5到6百人，雖然不多，卻都是世界上目前研究NK細胞的一流團隊成員來參加。會議內容涵括了NK細胞研究的各個面向，包括NK cell education、NK cells development and differentiation、NK cells subset and memory、NK cells and cancer and transplantation、NK cells and viral immunity、NK cells receptors and signaling、NK cells genetics。這個會議整個來說，就是研究NK cell biology，其中基礎的研究比較多，臨床的部分比較少，但研究的內容十分深入，其中NK cells and cancer與NK cells education，是我最感興趣的部分。另外一個是今年(2013)美國骨髓移植學會的年會(Annual meeting of American Society for Blood and Marrow Transplantation)，這個會議就是以臨床的醫護人員為主，包含骨髓移植研究的各個面向及臨床試驗，多以臨床研究為主，基礎研究的部分較少。在5天的會議中，印象很深刻是有許多cellular therapy的新進展，尤其是Chimeric Antigen Receptor結合T cell subset的研究，有許多已經進入人體試驗的階段。此外，會議中還有一天有專門是兒童骨髓移植的program，針對兒童骨髓移植目前的新進展及面臨的問題，有很深入的探討。
三、心得
1. 整個來說，這兩年的進修在St. Jude Children's Research Hospital學到了許多實驗室操作實驗的技術，了解到有規模的實驗室如何運作，也觀摩他們臨床的運作模式，收穫可謂十分豐富。
2. St. Jude Children's Research Hospital在基礎及臨床醫學的研究都非常傑出，ㄧ方面醫院有很強的募款系統，能夠給予各實驗室主持人足夠的人事及研究經費，對新加入St. Jude的實驗室主持人，通常他們提供3-5年的研究經費讓你專心研究，這包括了至少2位博士後研究員的人事經費及實驗室的各項耗材費，當然如果時間到了實驗室主持人的成果並不理想，他們也是請你另謀高就。另一方面，因為研究成果豐碩，St. Jude中的各個實驗室申請到美國政府的研究經費，像國立衛生研究院(NIH)，跟其他機構相比，總是名列前茅，而有了經費之後，研究可以做的更深入、成果更傑出，形成很好的良性循環。
3. St. Jude的研究部門橫跨了許多基礎學門，舉例來說他們有biochemistry department、chemical biology and therapeutics department、computational biology department、structure biology department，以大學架構來說是跨了醫學院跟理工學院，但St. Jude延攬人才，把這些departments集中在一起，對進行跨領域的研究十分有利。而且St. Jude的組織架構十分靈活，會依照趨勢成立新的部門，像我去進修的BMT and cellular therapy department之前是BMT division of oncology department，因為St. Jude覺得transplantation跟cellular therapy是未來重要的治療趨勢，所以成立為新的department，挹注更多的資源。
4. 在臨床部分，很特別的是到St. Jude治療的病人基本上是不必付任何醫療費用的。病人若是有醫療保險，可以申請給付的部分St. Jude會向保險公司申請，其他部分或是病人沒有醫療保險，則 St. Jude會給付全部醫療費用，而且病患若是來自其他城市或國家，St. Jude甚至提供病患跟一位care giver的機票還有之後在St. Jude治療期間的食宿費用。因此到St. Jude治療的每個病人他們事先都要審查，是不是符合他們臨床試驗的protocol才決定要不要收病人。每個到St. Jude治療的病人基本上都會被收到不同的clinical trial protocol來治療，而St. Jude本身就有做clinical trial的team，包括研究護士、protocol coordinator、clinical research assistant，都是醫院編制內的員工，可以讓病人在符合美國臨床試驗相關規定下進行治療，而且St. Jude這樣的運作方式，只要臨床試驗有好的結果，往往就可以把結果發表在很好的期刊。
四、建議
1. 出國進修，獲得在國外工作跟生活的經驗，雖然有一定的辛苦，但很值得，在各方面可以得到許多的成長。也建議想出國進修的人可以在出國前多進修語文，多了解自己想進修的領域，到國外後可以盡快適應環境，並進入狀況。
2. 關於進修領域的選擇，每個人的需求不同，但如果可以選擇和自己原來專長有關而且是新的領域，不管是基礎或是臨床，個人覺得幫助會最大。
3. 進修時間的部份，個人覺得一年時間過短，光適應環境、熟悉文化，就花去剛開始進修不少心力跟時間，至少兩年的時間應該是比較恰當，也希望教育部不要只對特定領域補助兩年，放寬進修補助兩年的領域。
4. 美國現在利用細胞或免疫方法治療癌症的病人正蓬勃發展，許多臨床試驗已在進行中，有些初步已經有很好的結果。國內要利用細胞進行病人的治療，仍有許多法令上及資源上的諸多限制，希望政府有關單位能了解細胞或免疫治療未來的重要性及潛力，投入資源，對國民跟醫療水準的提升將會有很大的助益。
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