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本整合行研究計畫是要在中山醫學大學建立自體免疫疾病中心，結合本校免疫所生

命科學系及臨床相關醫師共同合作之計畫，包括總計劃及五個子計畫： 
總計畫：Autoimmune disease center 
子計畫一：Proteomic analyses of methylarginine modification in autoimmune diseases 
子計畫二：The effect of transglutaminase 2 on apoptosis in systemic lupus erythematosus 
子計畫三：Role of transglutaminase 2 in the clearance of apoptotic cells 
子計畫四：The pathogenesis of rheumatoid arthritis: Protein deimination in antigen 
recognition and autoantibody generation, and the regulation and function of 
peptidylarginine deiminase IV 
子計畫五：The role of endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis in autoimmune 
diseases 
六計畫皆按照原先計畫進行，總計畫已把臨床病人之資料建立電子檔案，對分析病

人及實驗室研究成果之比較有很大之幫助，我們收集 60 個 SLE 病人、120 個RA 病

人、30 個 sjogren’s syndrpme 之病人及其他之自體免疫疾病資料，包括生日、年齡、

病史、用藥、診斷值、自體免疫疾病嚴重程度等等。各計畫之研究成果分述於下: 
 
子計畫一：Proteomic analyses of methylarginine modification in autoimmune diseases 
在此子計劃中，我們想要探討蛋白質精胺酸甲基化（分為對稱型或不對稱型双甲基

精胺酸）和自體免疫疾病的關係。許多蛋白質包含了甲基精胺酸，如：fibrillarin、

部分的 hnRNP 蛋白、myelin basic protein 以及 SmD1、D3 蛋白，而這些蛋白也已被

發現是許多自體免疫疾病的自體免疫抗原。在這個計劃中，我們首先從紅斑性狼瘡

病人中取得 anti-Sm 和 anti-RNP 自體免疫抗體血清，尋找抗血清中是否有因精胺酸

甲基化差異而對蛋白質辨識差異之抗體，再利用蛋白質體學方法找出有甲基化的自

體免疫抗原。我們用一位病人血清作西方點墨法時，發現低甲基化之細胞萃取蛋白

和正常甲基化組比較，有數調訊號減低情況。將相關蛋白點挖出，以蛋白脢水解後

作質譜分析，有二蛋白質 ZNF9 以及 CARG binding protein 含有典型精胺酸甲基化

蛋白質中出現之 RGG 序列，我們建構此二蛋白 GST-tag 之重組蛋白，並證明此二

蛋白在試管中可被精胺酸甲基轉移脢甲基化。將 FLAG-tag 之重組蛋白表現於 HeLa
細胞，FLAG-ZNF9 蛋白可被對稱或非對稱雙甲基精胺酸的抗體辨識，同時於低甲

基化條件下所得到的 FLAG-ZNF9 蛋白，其被 anti-Sm 自體免疫抗體辨識減低。將

ZNF9 蛋白中的 RGG 序列移除，則不會被甲基精胺酸的抗體及 anti-Sm 自體免疫抗

體辨識。 
 
子計畫二：The effect of transglutaminase 2 on apoptosis in systemic lupus erythematosus 
由於自體免疫疾病的致病機轉到目前為止仍然不是很清楚，同時凋亡小體無法被正 
確的辨識及清除被認為是造成自體免疫疾病的主要原因，因此，研究自體抗原的產

生以及分析影響吞噬作用及清除凋亡細胞的因子，是本實驗主要的研究動機。

Transglutaminase 2 (TG2)是一種多功能酵素，能連結催化仰賴鈣離子的反應而造成

蛋白質轉譯後修飾，最近的研究發現，TG2 是參與細胞凋亡的一個重要成員，甚至

影響巨噬細胞辨識及清除凋亡小體，而 TGF-β與 TG2 之間的關係也是本計劃中想

討論的一個部分。由目前實驗中利用 UVB 1650 J/m2 照射人類角質細胞株 (HaCaT) 
製備凋亡小體，觀察細胞形態，發現細胞質皺縮，細胞表面出現小泡 (blebs) ，隨



時間點增加細胞呈現懸浮態，由 DNA ladder 的實驗發現 UVB 1650 J/m2 作用 12 小

時後，染色質出現 DNA 片段化現象，以流氏細胞儀分析 UVB 作用後 24 小時發現

有 56.2 % 細胞進行細胞凋亡。TG2 的 mRNA 則在 UVB 1650J/m2 處理後 1 小時

減少，之後隨時間增加，在 12 小時達到最高點，於 24 小時後再度減少。進一步分

析吞噬過程中巨噬細胞吞噬能力和 TG2 之表現，結果發現，吞噬螢光乳膠微珠 
(latex-beads) 時吞噬指數 (phagocytosis index ; PI) 和吞噬指數 (phagocytosis ratio ; 
PR) 在各時間點皆小於 5 %，且 TG2 mRNA 無顯著差異;吞噬 apoptotic cells 時，

phagocytosis index 於 4 小時達到最高 (PI=43.5%)，phagocytosis ratio 則隨著時間增

加直到 6 小時(PR=43.5%)，且 TG2 mRNA 於 4 小時達到最高點，顯示凋亡小體會

刺激巨噬細胞中 TG2 的表現。Recombinant TGF-β (rTGF-β1) 與吞噬作用關係，

研究結果發現 (1) rTGF-β1 於 0~20ng/ml 劑量下不會造成細胞凋亡，(2) rTGF- 1 
會增加巨噬細胞中 TG2 mRNA 表現，其表現並與 rTGF-β1 劑量成正比 (p<0.05)， 
(3) rTGF-β1 的劑量會增加 phagocytosis ratio (p<0.05)，但 rTGF-β1 對於吞噬作用

時 TG2 mRNA 的表現無顯著差異。我們的結論認為凋亡小體會刺激巨噬細胞中 TG2 
的表現。另外 rTGF-β1 可增加 TG2 的表現且增加 phagocytosis ratio，並可能抑制

凋亡小體誘發 TG2 產生的生物功能，全身性紅斑性狼瘡的致病機轉可能是其巨噬

細胞對 apoptotic cells 無反應，使得 TG2 沒有增加而吞噬能力下降，導致清除凋亡

細胞的能力下降。 
 
子計畫三：Role of transglutaminase 2 in the clearance of apoptotic cells 
本計劃就是要釐清第二型殼胺醯胺轉移脢在紅班性狼瘡的致病機轉中的角色。在第

一年我們檢測第二型殼胺醯胺轉移脢的表現。兩種類似紅班性狼瘡症狀及一種對照

組的老鼠將分為兩組，分別於 6 週齡及 24 週齡時採集巨嗜細胞及不同部位器官組

織，包括心、肝、脾、肺、腎、肌肉。第二型殼胺醯胺轉移脢的表現將以反轉錄聚

合脢鏈反應及免疫墨點法偵測。結果發現在狼瘡鼠中，雖然第二型殼胺醯胺轉移脢

的表現在不同組織器官中的表現量不同，但是在紅班性狼瘡小鼠發病前後並無不

同。第二型殼胺醯胺轉移脢, 本身為一個需鈣離子之轉胺甲醯轉移脢﹐也被證實牽

涉在紅斑性狼瘡的致病基轉中。所以在第二年我們分析狼瘡鼠之巨嗜細胞的吞噬能

力，與第二型殼胺醯胺轉移脢活性。結果發現類狼瘡鼠之巨嗜細胞的吞噬能力﹐跟

對照之正常小鼠比較﹐有明顯的下降。而且跟第二型殼胺醯胺轉移脢活性有關。 
為了找出更確切的原因﹐第三年度則針對狼瘡模式小鼠的巨嗜細胞﹐找出可能造成

吞噬能力下降的原因。我們的實驗結果發現﹐粒線體相關路徑的細胞凋亡蛋白﹐在

狼瘡模式小鼠有較明顯增加。這些發現也說明小鼠之巨嗜細胞的吞噬能力較低是因

為自身凋亡所致，而不是第二型殼胺醯胺轉移脢表現上的缺失所致。 
已發表論文: 
 
 
子計畫四：The pathogenesis of rheumatoid arthritis: Protein deimination in antigen 
recognition and autoantibody generation, and the regulation and function of 
peptidylarginine deiminase IV 
胜肽精胺酸脫亞氨酶（Peptidylarginine deiminase; PADI）作用屬於後轉譯反應，可

將精胺酸胜肽（peptidylarginine）轉換成瓜胺酸胜肽（citrulline），其在免疫細胞的



分化及細胞凋亡扮演一個重要的角色。第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性

單 
倍體與造成類風濕性關節炎嚴重程度具有相關性，其酵素活性增加會使得瓜胺酸蛋

白量提高，進而增加自體抗體。在我們之前的研究證實了第四型胜肽精胺酸脫亞氨

酶會造成免疫細胞的凋亡 (Liu, et al, 2006 Apoptosis)。在這裡，我們研究類風濕性關

節炎的危險因子：第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單倍體（SNP PADI4; S55G, A82V and 
A112G）與其酵素活性的增加是否會誘導細胞凋亡的產生。在 Tet-On 系統 Jurkat T
細胞，當只加入 Ionomycin（Ion）提高細胞內鈣離子並不會造成細胞凋亡，但加入

四環素起始 Tet-On 系統 Jurkat T 細胞中的第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶基因高度表現

會造成細胞生存能力減少，並增加細胞凋亡。在體外及體內胜肽精胺酸脫亞氨酶酵

素活性分析，我們證明第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍體的酵素活

性高於類風濕性關節炎非危險因子第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單倍體（第四型胜肽

精胺酸脫亞氨酶野生型）。同時發現第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍

體優 
於第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶野生型能夠誘發細胞凋亡。另外，第四型胜肽精胺酸

脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍體給予 Ion 後所誘發的細胞凋亡更優於給予 Ion 的第

四型胜肽精胺酸脫亞氨酶野生型，並且會造成 Bcl-xL 蛋白減少與造成 Bax 蛋白增

加，也能夠造成細胞色素 C 蛋白從粒線體釋放至細胞質。由西方墨點法的結果瞭解

在誘發第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍體表現與給予 Ion 之後，引

發的程式性細胞死亡過程會增加細胞凋亡體之凋亡蛋白酵素活性。綜合這些研究結

果顯示給予 Ion 的第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍體的酵素活性增

加，能夠增加經由粒線體的訊息路徑的細胞凋亡，並提供一個可信的解釋在於類風

濕性關節炎 
致病機轉與第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶單核苷酸多型性單倍體酵素活性增加之相關

性。蛋白質脫亞氨化現象發生於細胞凋亡過程之中。然而少有研究探討第四型胜肽

精胺酸脫亞氨酶在細胞凋亡中所扮演的角色。因此，我們發現第四型胜肽精胺酸脫

亞氨酶會引發細胞凋亡及其機制，並已發表於 2006, Apoptosis （ SCI: 4.49）。此外，

我們已完成研發新的偵測胜肽精胺酸脫亞氨酶方法（2005,Anal. Biochem.）及發現

PADI IV SNP（S55G, A82V,A112G）更易促使細胞凋亡的機制，並已發表於

2007,Apoptosis。因此第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶所造成的蛋白質脫亞氨化在自體抗

原的形成、自體抗體的產生及致病機轉上扮演重要角色。在此，我將目標集中在臨

床上蛋白質脫亞氨化在自體抗原及抗體的產生的影響和第四型胜肽精胺酸脫亞氨酶

對細胞凋亡的作用，期望能對於類風濕性關節炎致病機轉、臨床診斷及治療上有所

貢獻。 
 
 
子計畫五：The role of endoplasmic reticulum stress-mediated apoptosis in autoimmune 
diseases 
內質網是細胞合成及修飾分泌性蛋白例如 β細胞之胰島素、免疫細胞之細胞激素、

趨化因子或細胞膜蛋白例如接受器、MHC 分子，以及調控鈣離子的重要胞器。當

這些功能調控失常就會引發內質網病變反應（ER stress responses）包括（a）引發



chaperon 基因表現，（b）蛋白質合成降低，（c）加速異常蛋白的分解，及（d）細

胞凋亡（ER stress-mediated apoptosis）。 內質網病變引起的細胞凋亡主要靠 caspase 
12 及 CHOP 所調控。之前本實驗室在利用內質網壓力的藥物 thapsigargin （抑制

內質網鈣離子幫浦）、ionomycin（在細胞膜形成鈣離子通道）、tunicamycin （抑制

蛋白質醣基化）、brefeldin A （抑制分泌性蛋白質運送）、DTT（抑制雙硫鍵形成）

刺激 HL-60 細胞能引發 ER stress 相關的基因之表現，經過比較之後，發現其誘導

的基因表現不完全相同，顯示出有不同的活化路徑及基因表現調控機制。而 以低劑

量之 tunicamycin 處理血管內皮細胞之後，造成細胞對 cytokine 的發炎反應降低，

因而促使本實驗室進一步研究內質網壓力與抗發炎反應之間的關係。 
實驗目的﹕ 
1．比較不同 ER stress 藥物對基因之表現之影響，以及基因表現之訊息調控路徑 
2．內質網壓力與抗發炎反應 
實驗方法﹕ 
利用 ER stress 藥物、磷酸激活酶之抑制劑及 RT-PCR 技術分析 HL-60 細胞基因之

表現。利用 glucosamine 研究其對 Hela 細胞造成的影響以及對 cytokine 的反應。 
實驗結果﹕ 
（1） Thapsigargin、tunicamycin 可引發 ER stress 等基因之表現，ionomycin 卻無

此作用。Thapsigargin、ionomycin 二者可能藉由鈣離子的效應誘發 p21、IL-8 之表

現，tunicamycin 卻無此作用，而 Thapsigargin 單獨誘發和 ER stress 相關的蛋白酶

的表現，顯示其誘發三群基因︰ER stress 調控基因，鈣離子調控基因，以及受此二

者協同調控之基因。 
（2）以低劑量 tunicamycin 或 glucosamine 刺激 Hela 細胞 6 小時之後 IL-8 表現

下降，對細胞激素 IFN-γ所誘發 IP-10 的表現（NFκB 所調控）明顯下降，而其

他基因則較不受影響，使用訊息路徑抑制劑發現，細胞在 ER stress 的情形下，可能

誘發新生蛋白，分別活化 GSK-3β導致 IL-8 表現下降，以及抑制 NFκB 路徑的活

化使 IFN-γ所誘發 IP-10 的作用無法進行。 
未來將利用 siRNA 干擾技術對 CHOP/GADD153 做專一性抑制，並探討 glucosamine 
的抗發炎作用是否透過 CHOP 的下游產物來抑制 NFκB 的活化，同時進行內質網

壓力與僵直性脊椎炎細胞分子病理學的研究，利用 HLA-B27 細胞，研究是否因為

內質網壓力導致免疫活化反應較差，是否可以用 CHOP/GADD153 siRNA 加以改

善。此外也將研究具抗發炎效用之中草藥是否藉由產生內質網壓力而產生藥效。 
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