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中文摘要 

口腔鱗狀上皮細胞癌(OSCC)在全世界屬於排名第六名的癌症，其治療後存活

率仍然相當低。由調節性 T 細胞造成的免疫抑制被認為對口腔鱗狀上皮細胞癌的

產生扮演重要角色，在近期研究中發現 CD4+CD25highFoxp3+調節性 T 細胞可被區

分成兩群表現型不同的細胞，分別為 ICOS+Foxp3+調節性 T 細胞以及 ICOS-Foxp3+

調節性 T 細胞， ICOS+Foxp3+調節性 T 細胞被認為屬於表現 IL-10 以及少量

mTGF-β，而 ICOS-Foxp3+調節性 T 細胞只表現 mTGF-β。在實驗室先前研究中已

知口腔鱗狀上皮細胞癌的病患其腫瘤內浸潤淋巴細胞中 CD4+CD25highFoxp3+調節

性 T 細胞所佔的比例比病患血液中高出許多，此外先前研究也發現到病患浸潤腫

瘤內調節性 T 細胞可依 CD25、Foxp3 表現量的差異在細分為不同亞群的調節性 T

細胞，並且表現出不同程度的細胞激素，在本研究中將探討口腔鱗狀上皮細胞癌

腫瘤內浸潤淋巴細胞中的調節性T細胞是否也可利用 ICOS表現差異來區分成不同

表現型的調節性 T 細胞。除此之外，近期研究中，Th17 細胞在腫瘤中扮演的角色

也廣泛的被探討當中，許多研究確實也發現 Th17 細胞與腫瘤生長息息相關，更有

研究指出腫瘤中 Th17 細胞與調節性 T 細有重要的相互關係，然而究竟 Th17 細胞

對腫瘤生長扮演甚麼角色以及與調節性 T 細胞之間的相互關係為何至今仍不清

楚，本篇研究中發現腫瘤浸潤淋巴細胞中存在大量 Th17 細胞以及 IL-17+Foxp3+細

胞，這與腫瘤微環境中存在高量的 IL-1β、IL-6、TGF-β等誘導 Th17 細胞產生的

細胞激素結果一致。此外，研究中也發現不同於血液中研究的結過，在腫瘤內

IL-17+Foxp3+細胞與 Th17 細胞的分佈具有非常高度相關性，而 Th17 細胞與調節性

T 細胞的分佈則形成負相關，這說明了確實 Th17 細胞與調節性 T 細胞間確實有著

重要的相關性。為了進一步證實腫瘤細胞對於 Th17 細胞的產生有直接相關性，我

們利用體外共同培養實驗證實了的確腫瘤細胞能誘導 IL-17+Foxp3+細胞的產生。由

於 Th17 細胞起出的研究被認為是與病原菌的清除相關，而口腔鱗狀上皮細胞癌已

知時常會伴隨著細菌感染的發生，研究中也觀察到病患腫瘤組織中確實存在著細

菌 16S RNA，因此在口腔鱗狀上皮細胞癌腫瘤內發現的 Th17 細胞與細菌感染是否

也具有相關性，在研究中也將進一步探討。 
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Abstract 

Oral squamous-cell carcinoma (OSCC) was the sixth most common cancer 

worldwide with low survival rates after therapy. Immunosuppression mediated by 

CD4+CD25highFoxp3+ regulatory T (Treg) cells was a characteristic feature of OSCC. 

Recent studies have defined two subsets of FOXP3+ natural Treg cells by the expression 

of the costimulatory molecule ICOS and IL-10 or TGF-b. Our previous study revealed 

that proportion of CD4+CD25highFoxp3+ Treg cells in TIL were significantly enriched 

relative to that found in PBMC from OSCC patients. Moreover, there were different 

subsets of regulatory T cells infiltrated in OSCC. The specific aim was to identify and 

characterize the different subsets of Tregs in TIL based on ICOS expression. In addition, 

association of Tregs with the presence of Th17 cells was also investigated to confirm 

whether there was synergistic or antagonistic relationship between these cells in TIL of 

OSCC. Despite the important role of Th17 cells in the pathogenesis of many 

autoimmune diseases, their prevalence and the mechanisms by which they are generated 

and regulated in cancer remain unclear. A recent study found that the tumor-associated 

Th17 cells and Treg cells were synchronically increased following tumor development. 

The kinetic distribution of Treg cells and Th17 cells suggested their close relationship in 

the tumor. In this study, we reported that the high percentage of CD4+IL-17+ cells and 

IL-17+Foxp3+ cells in the tumor site, compared with the low percentage of CD4+IL-17+ 

cells and IL-17+Foxp3+ cells in PBMC from healthy donor and cancer patient. These 

finding consisted with the high level of IL-1β、IL-6、TGF-β presented in the tumor 

microenvironment. Moreover, this study also found the prevalence of IL-17+Foxp3+ 

cells and Th17 cells were high positive correlation, and the prevalence of Th17 cells and 

Foxp3 cells were high negative correlation in the tumor site. To further demonstrate the 

role of tumor cells in the induction of IL-17+Foxp3+ cells, the in vitro coculture system 

were performed. The results show coculture of PBMC with tumor cells could generate 

high percentage of Th17 cells and IL-17+Foxp3+ cells. It has been reported that viable 

bacteria presented within oral squamous cell carcinoma tissue. The correlation between 

Th17 cells generation and bacteria infection in OSCC needs further investigation.
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第一章 緒論 

第一節 研究背景 

一、口腔癌 

頭頸癌包括口腔至咽喉部所有的鱗狀上皮癌，全世界每年約有五萬例以上的

頭頸癌新病例產生，而頭頸癌中佔最高比例的即是口腔癌。在台灣口腔癌已經連

續兩年高居男性癌症死亡率的第四名， 僅次於肝癌、肺癌及大腸直腸癌。口腔

癌是由口腔內的組織細胞惡化所形成的腫瘤。口腔癌發生的部位包括唇、舌、口

底、頰黏膜、齒槽粘膜、齒齦、口蓋、上顎竇及顎骨等。口腔癌的種類可分為鱗

狀上皮細胞癌、疣狀癌、腺樣囊狀癌、黏液表皮樣癌等，其中95%以上屬於鱗狀

上皮細胞癌(Lo W.L. et al ., 2003)。 

近年來，口腔癌的發生率持續上升中，由行政院衛生署統計資料顯示，台灣

口腔癌造成的死亡人數於民國七十五年的423人，在民國八十五年增加為1042

人，民國九十年增加為1560人，甚至在民國九十五年增加為2202人，不僅如此，

口腔癌病患的平均年齡也逐年下降至41-50歲之間。於民國九十七年癌症死亡原

因統計中，口腔癌位於造成癌症死亡第六名，並且高居男性癌症的第四名。罹患

口腔鱗狀上皮細胞癌的原因為多因性，在歐美國家和日本族群中，抽煙和酗酒是

口腔癌最主要的風險因子(La Vecchia et al., 1997; Takezaki et al., 1996)；而在臺灣

和東南亞國家，口腔鱗狀上皮細胞癌的高發生率與咀嚼檳榔的習性有關(Notani et 

al., 2000)，根據統計90%以上的口腔癌病人會有嚼檳榔的習慣，且大多數人也同

時有抽菸及喝酒的習慣(Ko et al., 1992)。有研究指出檳榔萃取物，含有一種遺傳

毒性致癌物(Shirname et al., 1983; Shirname et al., 1984)，促使發生 DNA 受損機率

增加(Dave et al., 1992)，因此，檳榔造成的基因毒性作用，也可能會導致口腔黏

膜的致癌變化。 

關於口腔癌的臨床病灶通常為經篩選或病理組織切片檢查有上皮增生過度

角質化及有異常細胞都可能被列為癌前期病灶而經病理切片認定有惡性腫瘤如

有核異常濃染，上皮增生且基底層破裂使細胞侵入皮下組織，或細胞有大量有絲
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分裂等，並可分為角質化或非角質化之鱗狀上皮癌。但臨床上依據國際癌症協會

(UICC)及美國癌症協會(AJCC)對口腔癌都有其分期，分期主要作為未來建立治療

方法及預後之判斷，大致分成下列四期別: 

(1)第一期:病灶小於 2公分，無頸部淋巴節及全身轉移。 

(2)第二期:病灶大於 2公分小於 4公分，無頸部淋巴節或全身轉移。 

(3)第三期:病灶大於 4公分或任何大小，且有單側(同側)1 個小於或等於 3公分

頸部淋巴節轉移。 

(4)第四期:病灶侵犯鄰近組織或任何大小之病灶有超過 3公分之頸部淋巴結轉

移，或有多個淋巴結轉移或有遠端轉移之病灶。 

不同時期的病灶其預後情形也不同，口腔癌前期及第一、二期口腔癌都有很

好的五年以上存活率，一般高於百分之六十以上。第三、四期口腔癌其五年存活

率低於百分之五十及百分之三十以下。 

二、口腔鱗狀上皮細胞癌部位免疫抑制作用 

    1909年 Ehrlich 首先提出的免疫監測(immune surveillance)觀念，認為免疫系

統具有辨認並且摧毀剛轉型的細胞，因此能有效的抑制腫瘤形成(Ehrlich, P. et al., 

1909)；1960年有科學家在老鼠中證實“腫瘤專一性抗原(tumor-specific antigen)”

能誘導出免疫反應，以對抗由化學制癌物或病毒引起的移植腫瘤(Old L. J. et al., 

1964)，進一步的證實了免疫監測假說(immune surveillance hypothesis)。之後也陸

續的出現免疫不全疫導致腫瘤產生假說，並且被證實免疫不全的老鼠較免疫健全

老鼠易長出淋巴瘤(Houghton, A. N. et al., 2004)。不僅如此，腎臟移植病人也被

報導易長出惡性黑色素瘤、肺癌、大腸癌與膀胱癌等，證實免疫不全的病患確實

會增加罹癌的機率。 

目前研究癌症學者認為免疫編輯(immunoediting)在致癌機轉中扮演重要角

色，即是癌病變組織會引導周圍環境，形成一個抑制型免疫反應，藉此讓癌細胞

擴散(Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004)。免疫編輯過程大致分為三個時期:去除

癌病變組織(elimination phase)、平衡期(equilibrium phase)，以及癌細胞逃離宿主

的免疫反應(escape phase)。排除期(elimination phase)代表免疫監測的概念，免疫
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反應作用去除變異的癌細胞，然而，在平衡期(equilibrium phase)和癌細胞逃離免

疫反應期間，免疫細胞和腫瘤細胞之間互相作用，腫瘤細胞誘發免疫抑制使免疫

細胞死亡、或是呈現不活化狀態，也可能由腫瘤細胞變異或是減少免疫性，導致

只有少數的免疫細胞能辨識毒殺腫瘤細胞，躲避攻擊持續生長。最終，腫瘤細胞

和免疫細胞相互作用結果，造成腫瘤侵略的環境。 

有文獻指出，壓制腫瘤生長的免疫反應，會被口腔癌細胞作用而受抑制。參

與對抗腫瘤的免疫細胞，主要有自然殺手細胞(NK cell)和毒殺型 T 細胞(cytotoxic 

T-cell)，其功能皆被口腔癌細胞抑制(Jewett et al., 2006; Laad et al., 1996)。在口腔

鱗狀上皮細胞癌病患中，已發現自然殺手細胞、T 細胞或是樹突細胞皆呈現缺陷

狀態，研究指出在病人周邊血的自然殺手細胞、T 細胞、樹突細胞以及腫瘤浸潤

的淋巴細胞，皆發現有不正常訊息傳遞路徑，也會誘發細胞自然凋亡、和細胞增

生能力降低(Hoffmann et al., 2002b; Reichert et al., 2002)。儘管如此，關於口腔鱗

狀上皮細胞癌調節的免疫抑制機制至今仍不明確。近年來，對於調節性 T 淋巴

球在腫瘤、與病人周邊血液增生的報告，皆指出調節性 T 淋巴球的增生，會幫

助癌細胞躲避免疫系統監控，並幫助腫瘤之生長。因此調節性 T 細胞，被認為

和腫瘤逃避免疫機轉有高度相關性。 

三、調節性 T 細胞 

    調節性 T 細胞(regulatory T cell，Tregs)是一群具有負調節機體免疫反應的淋

巴細胞，通常起著維持自身耐受和避免免疫反應過渡損傷自體的重要作用。70

年代曾命名為抑制 T 細胞（suppressor T cell），因缺乏明確的表面標誌，研究長

期處於停滯不前的困境；直到 1995 年 Sakaguchi 等人，提出自體耐受性

(self-tolerance)主要是藉由一群 CD4+ T 淋巴細胞執行，而這群細胞被稱之為調節

性 T 細胞。調節性 T 細胞在小鼠癌症模型中，已廣泛研究，並且明確定義出調

節性 T 細胞及其參與作用，但是在人體的免疫中，較少研究調節性 T 細胞的角

色(Zou, 2006)，不同亞群的人類調節性 T 細胞，抑制免疫反應的機制，又更少研

究和探討。調節性 T 細胞有多種類，可分為 CD4+CD25+調節性 T 細胞、Tr1 細

胞與 Th3 細胞等亞型。 
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    CD4+CD25+調節性 T 細胞(CD4+CD25+ Tregs)為目前最被廣泛研究的調節性

T 細胞，依形成來源可分為由胸線發展而成的天然調節性 T 細胞(natural occurring 

Treg)(Sakaguchi, 2004)，和於體表經由誘導產生的誘導行調節性 T 細胞(iTreg) 

(Walker et al., 2003)。研究指出，自然調節性 T 細胞，在正常人、和小鼠的外周

邊血及脾臟組織的 CD4+T 細胞，佔有5-10%(Zou, 2006)，並且在細胞表面持續表

達 CD25分子（即為 IL-2受體 α鏈），更具有專一性的標記因子 Forkhead or winged 

helix of transcription factor P3，簡稱 Foxp3/FOXP3，此轉錄因子，與調節性 T 細

胞的生成及功能有關(Hori et al., 2003)。  

    腫瘤細胞會表現一系列的抗原，其中包含自體抗原(self-antigens)，而調節性

T 細胞已經被報導指出主要能有效維持針對自體抗原 T 細胞的耐受性，因此被聯

想到與腫瘤形成有相關性(Zou, 2006)。在許多中癌症研究中都證實在腫瘤微環境

中存在著高比例的調節性 T 細胞，包括在口腔鱗狀細胞癌的研究，這群浸潤在

腫瘤中的調節性 T 細胞表現 IL-10、TGF-β等細胞激素，並且具有免疫抑制的能

力(Laura Strauss et al., 2007)。 

    調節性T細胞的抑制對象包括CD4+細胞、CD8+細胞、樹突細胞(Dendritic 

cells)、B細胞、巨噬細胞(Macrophages)、造骨細胞(Osteoblasts)、肥大細胞(Mast 

cells)、天然殺手細胞(NK cells)、自然殺手T細胞(NK T cells)等，而調節性T細胞

主要有幾點特色，不同於一般Th1、Th2細胞，當調節性T細胞經由TCR與

costimulatory訊號刺激後，細胞本身並不會增生，但是當同時接受TCR與IL-2刺

激時調節性T細胞便會增生，調節性T細胞本身並不會產生IL-2、IL-4、IFN-γ等

細胞激素，調節性T細胞須藉由TCR刺激活化後才能進行抑制，一旦調節性T細

胞已經活化，便不在需要TCR刺激即能進行抑制，並且不受MHC限制(Ethan M. 

Shevach, 2009)。調節性T細胞主要透過以下四種機制來進行抑制Foxp3- T細胞的

反應(a)調節性T細胞會產生抑制型細胞激素IL-10、TGF-β、IL-35來促使Foxp3- T

細胞的細胞週期停止，(b)調節性T細胞屬於高度CD25(IL-2 receptor α)表現的細

胞，會藉由競爭掉其他T細胞也需要的IL-2，促使其他的T細胞走向apoptosis，(c)

活化的調節性T細胞可進行類似毒殺細胞的功能，釋放出Granzyme毒殺Foxp3- T

細胞，(d)調節性T細胞也會藉由其表面表現的Galectin-1或其他未知的分子經



 

 - 5 -

effector T細胞表面受器結合後造成effector T細胞的細胞週期停止。 

四、誘導性輔助刺激分子(inducible costimulatory molecule；ICOS) 

    T 淋巴球的活化及免疫功能被輔助刺激分子(co-stimulatory molecules)所調

節，CD28作為B7基因產物的接收器，主要功能為起始T細胞的免疫反應；CTLA-4

與 B7基因產物有更高度的親和力，在 T 細胞活化後被誘導而表現，主要功能為

負調節 T 細胞的免疫反應；誘導性輔助刺激分子 (inducible costimulatory 

molecule；ICOS)屬於 CD28/CTLA-4家族第三成員，主要表現在已活化的 T 細胞，

研究顯示 ICOS-/- 細胞在體外培養失去活化以及增生的能力，此外，ICOS 對於 T

細胞 priming 以及產生 Th2細胞激素扮演關鍵的角色。近期研究發現黑色素瘤病

患，其腫瘤浸潤淋巴細胞 (tumor infiltrating lymphocyte，TIL)中分離出的

CD4+CD25+Foxp3+調節性 T 細胞會高度表現 inducible costimulatory molecule 

(ICOS)，並且證實這群 ICOS+Foxp3+天然調節性 T 細胞其功能會相似表現 IL-10

的 Tr1細胞(Laura Strauss et al., 2008)，之後，自然調節性 T 細胞更直接被區分為

ICOS+Foxp3+ 調節性 T 細胞與 ICOS-Foxp3+ 調節性 T 細胞，並且在研究中指出

ICOS+Foxp3+ 調節性 T 細胞可藉由表現 IL-10抑制樹突細胞的功能以及表現

TGF-β 抑制 T 細胞的功能，然而，ICOS-Foxp3+ 調節性 T 細胞只會表現

TGF-β(Tomoki Ito et al., 2008)。不僅是功能上有所差異，這兩群調節性 T 細胞在

調控自身的存活與增殖上也有不同的特性。 

五、CD4+ T 細胞譜系分化的可塑性(Plasticity of CD4+ T Cell Lineage 

Differentiation) 

    一般認為naïve CD4+ T細胞會分化成不同的功能的T細胞而被歸納成為特

定細胞譜系，並且此分化後的細胞是不可逆的，Th1(T helper type I)細胞穩定的

表現IFN-γ、Th2(T helper type II)細胞表現IL-4。後期被發現並且深入探討的另

外兩群CD4+ T細胞-調節性T細胞與Th17細胞讓科學家們必須重新思考是否這些

輔助型T細胞所呈現的確實是一種不可逆性的分化終點，實際上，許多證據已證

實CD4+ T細胞，特別是調節性T細胞與Th17細胞皆具有高度的可塑性，研究認為

調節性T細胞表現的Foxp3與Th17細胞表現的IL-17皆不是這麼的穩定，而促使
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CD4+ T細胞的分化以及轉化似乎決定於細胞激素(見附圖一)，當抗原呈現細胞遇

到外來抗原將其呈現在MHC分子上，naïve CD4+ T細胞可進而分化成為Th1、

Th2、Th17、iTreg以及Tfh等細胞亞群。這些細胞的分化是藉由先天性免疫反應

所產生的細胞激素所決定，像是IFN-γ與IL-12對於Th1細胞的分化重要，而IL-4

主要導致Th2細胞產生，TGF-β與IL-6同時存在可誘導Th17細胞，TGF-β、

Retinoic acid(RA)與IL-2的存在則參與了調節性T細胞的生成，而Tfh的細胞生成

則需要IL-21的參與(Liang Zhou et al., 2009)。雖然Th1、Th2細胞呈現出較穩定的

型態，而調節性T細胞與Th17細胞在適當的刺激之下卻能快速的轉換成為其他型

態的輔助型T細胞，舉例來說，調節性T細胞在存在有IL-6與IL-21的刺激之下能

轉變成為IL-17-producing的細胞，而調節性T細胞轉變成為Tfh細胞則需要B細胞

以及CD40-CD40L的結合。Th17細胞受IL-12能轉變成為IFN-γ-producing的Th1

細胞或是受IL-4刺激轉變成為IL-4-producing的Th2細胞(Liang Zhou et al., 

2009)。 

六、輔助型 T 細胞亞群─Th17 

    Th17 細胞主要特徵是會分泌 IL-17A、IL-17F、IL-22等細胞激素的輔助型 T

細胞，以往被認為主要的功能為清除一些無法被 Th1以及 Th2 細胞有效率清除

的細胞外病原菌。Th17細胞可藉由產生前發炎性細胞激素 (proinflammatory 

cytokines)、趨化激素(chemokines)、金屬蛋白酵素(metalloproteinases)對抗病原菌

感染(Estelle Bettelli et al., 2008)。此外，Th17細胞對於引發自體性免疫反應疾病

似乎也扮演重要的角色(Becher, B. et al., 2002)。事實上，2002年 Ilona Kryczek 等

人發現 Th17細胞出現在腫瘤移植小鼠血液的比例較在正常小鼠的血液中高；不

僅如此，在小鼠的腫瘤部位存在更大量的 IL-17+細胞，這些現象同時在口腔鱗狀

上皮細胞癌、黑色素癌、前列腺癌、肉瘤移植小鼠中皆可發現。進一步地， Ilona 

Kryczek 等人在卵巢癌症病患血液中也發現比正常人高比例的 Th17細胞，並且，

相同於小鼠實驗的發現，腫瘤部位存在更高比例的 Th17細胞。同時，Ilona Kryczek

等人發現隨著腫瘤的生長，腫瘤中的調節性 T 細胞與 Th17細胞存在的趨勢，彼

此間似乎有著關聯性，而 IL-2在調控之間的動態平衡扮演著重要角色(Ilona 

Kryczek et al., JI 2007) 。更有趣的是，在本研究的重心口腔鱗狀上皮細胞癌中，
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被報導經常伴隨著細菌感染的發生(Samuel J. Hooper et al., 2006)，引起我們好奇

是否在口腔腫瘤中會因此而存在 Th17細胞。 

    目前已有文獻指出針對人類卵巢癌症病患，相較於病患與健康個體周邊血

液，腫瘤微環境中存在高比例的 Th17細胞，這些 Th17細胞似乎與腫瘤微環境中

存在高量的 IL-6、IL-1β 等細胞激素有關，並且也在體外細胞培養實驗中證實，

將 CD4+ T 細胞與腫瘤細胞共同培養後會產生大量的 Th17細胞(Yoshihiro 

Miyahara et al,. 2009)。 

    在近期許多人針對Th17細胞與Foxp3+調節性T細胞間進行研究與探討，發現

到IL-17+Foxp3+細胞的存在，甚至進一步針對這群獨特的細胞群進行了解後發現

IL-17+Foxp3+細胞的確是由Foxp3+調節性T細胞經由特定細胞激素刺激之後而形

成的(Kui Shin Voo et al., 2009；Gaelle Beriou et al., 2009)，而IL-17+Foxp3+細胞的

存在似乎是短暫性的，當除去細胞激素的刺激後，IL-17+Foxp3+細胞又會回到

Foxp3+調節性T細胞的狀態，回復免疫抑制的功能(Gaelle Beriou et al., 2009)。 
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第二節 研究動機與目的 

    腫瘤細胞透過許多機制來逃避人體的免疫系統攻擊，進而促使腫瘤不斷的

生長，其中，腫瘤浸潤之調節性 T 細胞被認為會抑制針對癌細胞的免疫反應。

由本實驗室先前的研究結果發現在口腔鱗狀細胞癌病患之腫瘤組織內浸潤

CD3+CD4+之淋巴細胞中，CD25+ T 細胞所佔比例為22.8±8.7%，相對於病患之週

邊血液中的比例為7.8 ±5.6 %。不僅如此，研究中也發現腫瘤組織內浸潤

CD3+CD4+之淋巴細胞，其表現 Foxp3轉錄因子的程度與 CD25表現量具有相關

性，進一步可將腫瘤組織內浸潤 CD3+CD4+之淋巴細胞區分為高度表現 CD25和

Foxp3 細胞亞群 (CD25highFoxp3high) 、中度表現 CD25 和 Foxp3 細胞亞群

(CD25intermediateFoxp3intermediate) 、 低 度 表 現 CD25 和 Foxp3 細 胞 亞 群

(CD25lowFoxp3low)，並且發現 CD25low和 CD25intermediate細胞亞群表現 IL-10；然而

CD25high 細胞亞群幾乎不會表現。 

    由於近期研究發現黑色素瘤病患，其腫瘤浸潤淋巴細胞(tumor infiltrating 

lymphocyte，TIL)中分離出的 CD4+CD25+Foxp3+調節性 T 細胞會高度表現

inducible costimulatory molecule(ICOS)，並且證實這群 ICOS+Foxp3+調節性 T 細

胞其功能會相似表現 IL-10的 Tr1細胞(Laura Strauss et al., 2008)，因此，本實驗將

探討腫瘤組織內浸潤淋巴細胞會表現 IL-10之調節性 T 細胞亞群與 ICOS 表現之

相關性，並進一步研究表現 ICOS 與否之細胞亞群分別對於腫瘤生長有何影響。 

    在腫瘤微環境中，TGF-β扮演極重要的角色，近期有研究指出TGF-β可促進

Foxp3+調節性T細胞的生成，然而，當TGF-β同時加上IL-6作用，則會抑制Foxp3+ 

調節性T細胞的生成，並且，促使CD4+IL-17+細胞生成；有文獻指出，CD4+CD25+ 

調節性T細胞以細胞間接觸(cell-cell contact dependent)造成的免疫抑制作用主要

是透過細胞表面之TGF-β(mTGF-β)所促使(Kazuhiko Nakamura et al., 2001)，當利

用anti-TGF-β抗體除去調節性T細胞所產生之TGF-β的作用後，能有效降低由調節

性T細胞產生之抑制作用，然而，利用transwell技術阻斷細胞間接觸後，調節性T

細胞即無法有效發揮TGF-β作用，產生免疫抑制能力，證實調節性T細胞主要利

用細胞膜上之TGF-β (mTGF-β)透過細胞間接觸而產生免疫抑制作用，因此，透

過探討腫瘤微環境中調節性T細胞mTGF-β表現，可幫助釐清在腫瘤內與其他部
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位之調節性T細胞其表現型及功能的差異。 

    Ilona Kryczek 等人在 ovarian 癌症病患血液中也發現比正常人高比例的 Th17 

細胞，並且，相同於小鼠實驗的發現，腫瘤部位存在更高比例的 Th17細胞，不

僅如此，隨著腫瘤的生長，腫瘤中的調節性 T 細胞與 Th17細胞存在的趨勢，彼

此間似乎有著關聯性。2006年 Estelle Bettelli 等人提出了誘導型調節性 T 細胞與

Th17 細胞間相互作用(interplay)的概念，TGF-β能誘導調節性 T 細胞專一性轉錄

因子 Foxp3的表現，並且為維持誘導型調節性 T 細胞於周邊免疫所必須；然而，

當同時存在 IL-1β、IL-6與 TGF-β卻抑制調節性 T 細胞的生成，相反地促進 Th17 

細胞的生成。 

    本研究也將進一步探討在口腔癌病患之腫瘤浸潤淋巴球中 IL-17+細胞的分

佈，並且探討在腫瘤浸潤淋巴球中，Th17細胞調節性 T 細胞間的關聯性、

IL-17+Foxp3+細胞的存在以及與腫瘤中細菌感染的相關性。此外，本研究也將利

用體外共同培養研究探討腫瘤細胞參與 Th17細胞、IL-17+Foxp3+調節性 T 細胞等

細胞群的形成，以證實腫瘤細胞對 Th17細胞、IL-17+Foxp3+細胞的產生扮演重要

的角色。 
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第二章 研究材料與方法 

第一節 人類周邊血液單核細胞收集與分離 

    本研究所收集之口腔鱗狀上皮細胞癌病患血液樣本，於手術進行前抽取

20-30毫升靜脈血液，至於含有肝素(heparin)的採血管中，先以轉速3000rpm 離心

血液20分鐘(RS-720，KUBOTA)，吸去上層血漿後，加入等量 Hank’s Buffered Salt 

Solution(HBSS)，再利用 Ficoll hypaque (1.077 density，Pharmacia Biotech Co.)離

心分離出周邊血液單核細胞(peripheral blood mononuclear cells，PBMCs)，以

trypan blue 染色記算細胞數目。分離出的周邊血液單核細胞以 anti-CD3單株抗體

染色，利用流式細胞儀以細胞大小(與 FSC 成正比)、細胞顆粒性(與 SSC 成正比)、

CD3+來界定 T 細胞的分佈。 

第二節 口腔鱗狀上皮細胞癌病患腫瘤浸潤淋巴細胞分離純化 

將口腔鱗狀細胞癌組織以無菌方法收集，用 phosphate-buffered saline (PBS)

將其上血塊沖洗乾淨，之後用刀片切成碎片，加入 RPMI-1640 medium (Gibco, 

Life Technologies, Grand Island, NY, USA)研磨後，再以100 μm 及40 μm 篩孔之濾

網分別過濾，濾液以1000 rpm (RS-720, KUBOTA)離心10分鐘，再以1200 rpm 

(RS-720, KUBOTA)離心10分鐘，以不同濃度的 Percoll solution 分層(含20 %, 55 %, 

100 %)，單核細胞球(mononuclear cell)會位於55 %及100 %的 Percoll solution 之

間，而癌細胞會位於20 %及55 %的 Percoll solution 之間，以此方法將口腔鱗狀上

皮細胞癌細胞和腫瘤內浸潤淋巴球分離。分離出之腫瘤浸潤淋巴細胞，以 trypan 

blue 染色記算細胞數目。將腫瘤內浸潤單核細胞球以 anti-CD3單株抗體做螢光染

色，區分出 T 淋巴球並進行流式細胞儀(BD FACS Calibur)分析，藉由細胞的大

小（與 FSC 成正比）、顆粒性（與 SSC 成正比）與 CD3+的標定來確定 T 淋巴球

的分布。 

第三節 人類周邊血液 CD4+ T 細胞分離 

    抽取20-30毫升靜脈血液，至於含有肝素(heparin)的採血管中，加入50μl/ml 
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RosetteSep® Human CD4+ T cell enrichment cocktail (StemCell Technologies 

)，於室溫中靜置20分鐘，加入等倍體積的PBS + 2% FBS，再利用Ficoll hypaque 

(1.077 density，Pharmacia Biotech Co.)離心分離出CD4+ T細胞，以trypan blue染

色記算細胞數目。分離出的周邊血液CD4+ T細胞將進一步進行體外共同培養實

驗。 

第四節 細胞表面染色 

    將分離出的周邊血液和腫瘤組織內浸潤淋巴球，分別以 FITC、PE 及 Per-CP

螢光標定如下：anti-CD4-PerCP、anti-CD25-FITC anti-ICOS-PE、anti-mTGF-β-PE

以及老鼠之 IgG1 isotype control-PE 做為對照，並以 CellQuest software 

(Beckton-Dickinson Inc.)進行資料分析。 

第五節 細胞內染色 

    為了偵測不同細胞群產生的細胞激素，將分離出來的周邊血液單核細胞，

先 以 5ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)(Sigma-Aldrich) 和 1μg/ml 

ionomycin(Sigma-Aldrich)，再同時加入4μM monensin(eBioscience, San Diego, 

Calif.)一起經4小時刺激，以 PBS 沖洗細胞一次後，先分別加入 anti-CD3-PerCP、

anti-CD4-FITC 單 株 抗 體 (Becton-Dickinson Immunocytometry System; 

Beckton-Dickinson Inc., San Jose, CA, USA)，混合均勻後，於4°C 避光作用30 分

鐘，利用 Cytofix/Cytoperm buffer (eBioscience, San Diego, Calif.)在冰上作用一小

時，再利用一倍的 permeabilization buffer (eBioscience, San Diego, Calif.)連續二次

沖洗細胞，使細胞固定及破壞細胞膜讓通透性增加，在染胞內分子前，先使用2%

胎 牛 血 清 (fetal bovine serum) 結 合 非 特 異 性 抗 原 ， 再 藉 由

anti-IFN-γ-FITC(eBioscience, San Diego, Calif.)單株抗體、anti-IL-17-PE 單株抗體

(eBioscience, San Diego, Calif.)以及 anti-Foxp3單株抗體(eBioscience, San Diego, 

Calif.)偵測細胞內細胞激素的表現，以流式细胞儀進行分析。以 FSC、SSC、CD4

定義出 CD4+淋巴球细胞，觀察 CD4+或 CD4-細胞表現細胞激素的情形。 

第六節 腫瘤組織之 RNA 萃取 
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將約0.5mm3大小之腫瘤組織或非腫瘤組織磨碎後以 phenol 萃取出 total 

RNA，經由光譜分析儀(Ultrospec 3300 pro, Amersham Bioscience )定量 total RNA

後取2ug RNA 以 RQ1 DNase (Promega)於65℃中作用30分鐘，進行 DNA 清除，

進一步利用 M-MLV Reverse Transcriptase (Promega)以及 oligo(dT)於37℃中作用1

小時以進行反轉錄的動作。  

第七節 同步定量(real-time)聚合酶連鎖反應 

本實驗中所使用之 primers 是由 Primer express v3.0所設計，包括 IL-6、IL-10、

IL-15、IL-17、IL-22、IL-23、IL-1β、IFN-γ、TNF-α、TGF-β、RORγt、Foxp3、

CD4、Universal 16S。cDNA 利用 POWER SYBR GREEN PCR Master Mix(Applied 

Biosystem)、特定 primers 與二次蒸餾水以說明書中建議比例混勻，於 Applied 

Biosystem 7500 system 中進行同步定量聚合酶連鎖反應。結果之不同基因 Ct 值

將以 GAPDH Ct 值作為基準，使用公式如下：Relative expression = (2-dCt)。 

第八節、PBMC與口腔癌細胞株體外培養 

    PBMC由健康個體血液中分離出，將1X106 PBMC置於24-well plate中以

RPMI with 10% FBS培養，本研究中採用口腔癌細胞株SAS以1:5的比例(2X105)

與PBMC進行共同培養，在有anti-CD3/CD28抗體刺激下培養五天後分別收集細

胞與上清液，細胞直接進行細胞內染色並且以流式細胞儀分析Th17細胞以及

IL-17+Foxp3+細胞。上清液則進行ELISA測定細胞激素IL-1β、IL-6。 

第九節、細胞激素測定 

以R&D的ELISA套組測定細胞培養的培養液中IL-1β、IL-6的濃度。依照R&D

套組所附步驟，先將capture抗體，以1XPBS稀釋180倍後，取100 μl加入96孔微定

量盤中，置於4℃冰箱。隔夜以PBST (0.05 % Tween-20/PBS)清洗三次後，加入

200μl含1 % BSA的1XPBS中，於室溫下作用二小時，以PBST清洗三次後，將上

述所收取的體外混合細胞培養之上清液適量稀釋後，取100μl加入96孔微定量盤
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中置於4℃冰箱待隔夜。隔夜用1XPBST清洗3次後，以含1 % BSA的1XPBS將偵

測抗體稀釋180倍後加入，於室溫下作用二小時。清洗三次後加入HRP標定的

streptoavidin，於室溫下避光作用20分鐘後，加入四甲基聯苯胺 (TMB，3,3 

5,5-tetramethyl benzidine)呈色，直到呈現藍色後，視深淺情況加入2N硫酸停止反

應。利用96孔讀盤儀測量波長450 nm，再扣除以波長550 nm所測的背景值，以

R&D套組所附標準液所得到的公式，算出細胞激素的濃度。 

第十節、統計分析 

    本研究中實驗結果皆以平均值(Mean)與標準差(Standard Deviation) 表示，

以 Student's t-test 比較實驗結果中各項數據之間的差異，並且以 p<0.05作為達到

統計學上的顯著差異的界定標準。腫瘤中各細胞亞群的分佈，相關性以相關係數

分析，當相關係數之絕對值達小於0.3時，為低度相關；絕對值介於0.3~0.7時，

即為中度相關；達0.7~0.8時，即為高度相關；若達0.8以上時，即為非常高度相

關。 
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第三章 結果 

第一節 分析 CD4+CD25+之調節性 T 細胞之 ICOS 表現 

    探討口腔鱗狀上皮細胞癌各部位之 CD4+CD25+調節性 T 細胞其 ICOS 表現

量之差異，為了探討浸潤於口腔鱗狀上皮細胞癌中之淋巴細胞的特性，採用機械

式磨碎分離方法，將口腔癌病患分離出之腫瘤內浸潤淋巴球、轉移淋巴結之淋巴

球、周邊血液單核細胞，再藉由免疫染色及流式細胞儀分析。圖一(A)以其中一

個病例顯示分析的方式，先以細胞的大小（與 FSC 成正比），顆粒性（與 SSC 成

正比）圈選出淋巴細胞(為 R1)，利用流式細胞儀圈選出同時表現 CD4、CD25之

細胞群，分析其 ICOS 表現量，以 ICOS 抗體之 isotype control 對照之，由結果顯

示(圖一(A))在病人周邊血液單核細胞中，同時表現 CD4、CD25之細胞群幾乎不

表現 ICOS，只有0.71%；在病人淋巴結轉移之淋巴球同時表現 CD4、CD25之細

胞群則低度表現 ICOS，約有19%；而在病人腫瘤浸潤淋巴球中，同時表現 CD4、

CD25之細胞群則可觀察到有顯著表現 ICOS 之次細胞群，有48%為 ICOS+調節性

T 細胞。 

    由於本實驗室先前的研究發現隨著 CD25表現量不同，可以將調節性 T 細胞

分成不同亞群，因此我們也好奇是否隨著 CD25表現量有差異的調節性 T 細胞，

其表現 ICOS 分子的情形是否也有所差異，我們將一位病患的腫瘤浸潤淋巴細胞

經由流式細胞儀分析，在圈選 CD4+CD25high、CD4+CD25low、CD4+CD25intermediate

細胞亞群後，觀察其 ICOS 表現量(圖二)，結果發現雖然各亞群 ICOS 表現量差

異不大(如 Histogram Plot 所示)，然而，似乎隨著 CD25表現量越高，各細胞群

有表現 ICOS 的細胞比例也隨之增高。 

第二節 分析 CD4+CD25+之調節性 T 細胞之 mTGF-β表現 

    進一步探討口腔鱗狀上皮細胞癌病患各部位之 CD4+CD25+調節性 T 細胞其

mTGF-β表現情形，由於 ICOS+調節性 T 細胞被認為是表現 IL-10及 mTGF-β的

細胞激素，將病患之腫瘤內浸潤淋巴球、轉移淋巴結之淋巴球、周邊血液單核細

胞個別分離後，利用流式細胞儀先以細胞的大小（與 FSC 成正比），顆粒性（與
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SSC 成正比）圈選出淋巴細胞(為 R1)，再圈選出同時表現 CD4、CD25之細胞群，

分析其 mTGF-β表現情形，結果顯示為一位病患(圖三)周邊血液單核細胞中，同

時表現 CD4、CD25之細胞群中可發現高度表現 mTGF-β 的次細胞群；然而，分

析病人腫瘤浸潤淋巴球以及轉移淋巴結之淋巴球，僅微量的 CD4+CD25+細胞表

現 mTGF-β。 

第三節 分析浸潤口腔鱗狀上皮細胞癌組織及周邊血液之 CD4+CD25+

調節性 T 細胞其 Foxp3與 ICOS 表現情形 

    由於目前針對於調節性 T 細胞的表現型主要被認定為屬於 CD4+CD25+ 

Foxp3+細胞，所以接著進一步探討 CD4+CD25+Foxp3+細胞表現 ICOS 的情形(圖

四)，符合先前所看到的現象，由一位病患的分析結果顯示，在腫瘤浸潤淋巴球

中的 CD4+CD25+Foxp3+細胞發現有大部分屬於是 ICOS+，約為52.54%，反之，

在病患血液中只存在少量 CD4+CD25+ Foxp3+ICOS+細胞，約為5.68%。此實驗結

果符合在黑色素瘤病患中的研究，皆可觀察到高量的 ICOS+調節性 T 細胞存在在

腫瘤中。 

第四節 統計病患 CD4+CD25+之調節性 T 細胞之 ICOS 表現 

    分別由十位病患周邊血液單核細胞、九位病患浸潤腫瘤內之淋巴細胞以及

四位病患轉移淋巴結之淋巴細胞中表現 ICOS 之細胞佔其 CD4+CD25+細胞群之

比例(圖五)。結果顯示在病患血液調節性 T 細胞中約有0.84%表現 ICOS、在浸潤

腫瘤調節性 T 細胞中約有37.6%表現 ICOS、在轉移淋巴結的調節性 T 細胞約有

35.61%表現 ICOS。經 student test 統計後，腫瘤中 ICOS+調節性 T 細胞與血液中

ICOS+調節性 T 細胞的比例有顯著性的差異。顯示在口腔癌病患腫瘤浸潤淋巴細

胞中含有較高比例的 ICOS+調節性 T 細胞。 

第五節 分析腫瘤內浸潤以及周邊血液單核球之 Th17細胞 

    由於近期的研究中指出人類的卵巢癌、腎癌、胰臟癌等病患周邊血液中存

在 Th17細胞的比例高於健康人的周邊血液，因此，為探討人類口腔鱗狀細胞癌
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病患其周邊血液以及腫瘤內是否存在高比例的 Th17細胞，首先將病患之周邊血

液單核細胞以及浸潤腫瘤內淋巴細胞分離後，以5ng/ml PMA 與1μg/ml ionomycin

刺激細胞激素的產生，並且同時加入4μM monensin 抑制細胞激素的分泌，經4小

時刺激後，進行細胞內染色，從圖六(A)結果中可發現在病患血液中表現 IL-17

之細胞群(1.34%)，但比例似乎與健康個體(2.22%)中所含比例無顯著差異，然而，

比較腫瘤內 Th17細胞比例(2.63%)可發現比血液中顯著的較高，顯示相較於血液

單核細胞中的含量，口腔癌病患腫瘤中的確有存在大量的 Th17細胞，統計十位

病患浸潤腫瘤淋巴細胞、十七位病患周邊血液單核細胞和五位健康個體周邊血液

單核細胞的 CD4+IL-17+細胞佔所有 CD4+細胞的比例，結果如圖六(B)所示，腫瘤

內 Th17細胞約佔所有 CD4+細胞的8.45%，在病患以及健康個體血液中分別只佔

了2.53%、3.30%。經 Student's t-test 檢定後確認腫瘤內 Th17細胞含量與周邊血液

中 Th17細胞含量有顯著的差異。 

第六節 分析病患周邊血液單核細胞中 IL-17+Foxp3+細胞含量 

    在近期研究中發現到一群屬於 IL-17+Foxp3+細胞，主要是由調節性 T 細胞

經由發炎性細胞激素 IL-1β、IL-6刺激之後轉變而成，然而這群細胞的意義及功

能都尚未清楚，由於先前研究已經發現在口腔癌病患腫瘤中存在高量的 Th17細

胞，而我們想探討在腫瘤中是否存在 IL-17+Foxp3+細胞，將病患之周邊血液單核

細胞以及浸潤腫瘤內淋巴細胞以5ng/ml PMA 與1μg/ml ionomycin 刺激細胞激素

的產生，並且同時加入4μM monensin 抑制細胞激素的分泌，經4小時刺激後，進

行細胞內染色，經由流式細胞儀可發現在腫瘤中的確存在高量的 IL-17+Foxp3+

細胞 (0.75%)(圖七 A)，然而，病患血液中只含有少量的 IL-17+Foxp3+細胞

(0.42%)。如圖七(B)顯示統計十位病患浸潤腫瘤淋巴細胞、十七位病患周邊血液

單核細胞和五位健康個體周邊血液單核細胞的 IL-17+Foxp3+細胞佔所有 CD4+細

胞的比例，IL-17+Foxp3+ 細胞在腫瘤內約佔所有 CD4+細胞的2.04%，在病患以

及健康個體血液中分別只佔了0.33%、0.36%。經 Student's t-test 檢定後確認腫瘤

內 IL-17+Foxp3+細胞含量與周邊血液中 IL-17+Foxp3+細胞含量有顯著的差異。之

後我們也將進一步探討造成腫瘤中存在高量的 Th17細胞、IL-17+Foxp3+細胞的原

因究竟為何。 
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第七節 探討浸潤腫瘤內 Th17細胞、調節性 T 細胞、IL-17+Foxp3+細

胞間分佈的相關性 

    如圖八所示，將十二位病患的腫瘤內浸潤 Th17細胞、調節性 T 細胞、

IL-17+Foxp3+細胞百分比分別經由統計後得到相關係數，分別為 Th17細胞與

IL-17+Foxp3+細胞的0.95，屬於非常高度正相關；調節性 T 細胞與 IL-17+Foxp3+

細胞的-0.25，屬於不相關；Th17細胞與調節性 T 細胞的-0.73，屬於高度負相關。

由結果顯示 IL17+Foxp3+細胞的分佈並非取決於調節性 T 細胞分佈的多寡，反而

與 Th17細胞具有高度相關。此外，進一步將十九位病患周邊血液之 Th17細胞、

調節性 T 細胞、IL-17+Foxp3+細胞百分比分別經由統計後得到相關係數(圖九)，

分別為 Th17細胞與 IL-17+Foxp3+細胞的0.80；調節性 T 細胞與 IL-17+Foxp3+細胞

的0.84；Th17細胞與調節性 T 細胞的0.79，皆屬於高度正相關。此實驗結果顯示

在腫瘤中調節性 T 細胞與 Th17細胞其分佈的相關性與在周邊血液中的相關性明

顯的不同，也說明在腫瘤的特殊環境之下會促使調節性 T 細胞與 Th17細胞間的

相互關係有所改變。 

第八節 分析腫瘤微環境中細胞激素表現之情形 

    由於在先前的研究中已發現到在腫瘤中浸潤了大量的 Th17細胞，甚至浸潤

大量的 IL-17+Foxp3+細胞，而文獻中也指出在適當的環境之下，例如細胞激素

IL-1β、IL-6等刺激之下會促使大量的 Th17細胞產生，於是我們進一步確認是否

腫瘤中存在的細胞激素與誘導這些細胞產生有著相關性，首先將病患腫瘤組織研

磨純化 RNA 並反轉錄成 cDNA 後，利用即時定量 PCR 來探討腫瘤中 IFN-γ、

IL-10、IL-15、IL-17、IL-1β、IL-23、IL-6、TGF-β 等細胞激素表現情形，從八

位病患腫瘤部位細胞激素表現情形可發現到大量存在著與 Th17細胞相關的細胞

激素像是 IL-1β、IL-6、TGF-β(圖十)，此外，將同一位病患的腫瘤以及非腫瘤

組織進行相同的細胞激素同步定量反轉錄實驗(圖十一)，發現腫瘤部位的 IL-1

β、IL-6、TGF-β等細胞激素含量的確皆比非腫瘤部位來的高，因此，我們發現

似乎在口腔鱗狀上皮細胞癌的腫瘤微環境中的細胞激素是傾向於誘導 Th17細胞

產生。 
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第九節 PBMC 與口腔癌細胞株進行體外培養實驗 

    為進一步證實先前觀察到腫瘤微環境中存在著高量的 IL-1β、IL-6、TGF-β

確實與誘導 Th17細胞、IL-17+Foxp3+細胞有關，我們利用健康個體 PBMC 與口

腔癌細胞株 SAS 以5：1的比例進行共同培養，並在 anti-CD3/CD28刺激下培養，

第五天分別收集細胞進行細胞內染色以及將上清液進行 ELISA 作細胞激素測

試，結果顯示(圖十二)在 PBMC 與癌細胞共同培養的實驗與 PBMC 對照組比較

後可發現，上清液中的 IL-1β、IL-6的濃度確實上升，符合我們所預期，在腫瘤

細胞存在之下確實形成了高濃度的 IL-1β、IL-6環境，而進一步探討 Th17細胞

與調節性 T 細胞的生成，除了看到與實驗室先前研究的結果一致，當 PBMC 與癌

細胞共同培養後會促使調節性 T 細胞的比例上升 (9.16%→30.97%) ， 

IL-17+Foxp3+細胞(0.81%→4.17%)比例確實也都有增加。我們進一步將健康個體

周邊血液淋巴細胞中 CD4+T 細胞分離後，利用 CD4+ T 細胞與癌細胞進行共同

培養(圖十三)，此實驗也得到一致的結果，在 CD4+ T 細胞與癌細胞共同培養的

實驗與 CD4+ T 細胞對照組比較後可發現，上清液中的 IL-1β、IL-6的濃度確實

也隨之上升，並且 IL-17+Foxp3+細胞(0.08%→0.99%)與調節性 T 細胞(3.77%→

12.84%)的比例增加的更為明顯。 

第十節 分析腫瘤微環境中細菌存在情形 

    在本研究中已經證實癌細胞可促使 IL-17+Foxp3+細胞，然而這樣的現象在

體外培養的實驗中是必須要藉由TCR與Co-stimulatory molecule的刺激下才可觀

察到，然而在體內腫瘤環境中如何發生同樣的現象還須待釐清。在許多文獻中已

提到，口腔鱗狀上皮細胞癌比較一般癌症不同的特點是常伴隨著細菌感染的發

生，這也造成了腫瘤的生成就有如一個慢性發炎的環境，我們好奇在觀察到腫瘤

中浸潤大量 Th17細胞、IL-17+Foxp3+細胞的現象與口腔癌伴隨的細菌感染是否有

相關性，首先我們將病患腫瘤組織研磨純化出 RNA 並且利用 universal 細菌16S 

RNA 引子進行反轉錄實驗，得到細菌 cDNA 後以聚和酶連鎖反應方式放大 cDNA

數量，初步對照十位病患腫瘤中存在總細菌量與 IL-17+細胞量並檢視其相互關

係，結果如圖十四顯示，似乎 IL-17+細胞量與總細菌量無顯著的相關性，實際上，

先前文獻指出，Th17細胞只針對特定細菌感染有所反應，我們推測此實驗結果
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與 Th17細胞只會被特定細菌誘導出有關，因此，往後將進一步針對特定菌種進

行探討與 IL-17+細胞的相關性。 
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第四章 討論 

    無論在健康個體中或疾病中，CD4+淋巴細胞中的調節性T細胞已被認為對於

免疫調節網絡中扮演極重要的角色，這些細胞能有效抑制CD8+毒殺型細胞與

CD4+輔助型T細胞，並且是透過dose dependent、cell-contact dependent、cytokine 

independent、antigen-nonspecific等方式(Shevach, 2000; Dieckmann et al, 2001; 

Jonuleit et al, 2001; Ng et al, 2001; Taams et al, 2001)。先前研究結果認為調節性T

細胞會抑制針對腫瘤相關抗原(tumor-associated antigens)的T細胞免疫反應。在腫

瘤環境中調節性T細胞主要是透過幾個機制來發揮免疫抑制的功能，首先，調節

性T胞會透過誘導抗原呈現細胞表現抑制性co-stimulatory molecules像是B7-H1進

而抑制effector T細胞的作用；活化的調節性T細胞也會藉由釋放Perforin與

Granzyme B來促使抗原呈現細胞以及effector T細胞走向細胞凋亡；調節性T細胞

也透過表面上的CTLA-4與抗原呈現細胞表面CD80/CD86結合後引起釋放IDO，

導致T細胞的Tryptophan合成受抑制而走向細胞凋亡；此外，調節性T細胞會表現

細胞激素TGF-β並且促使抗原呈現細胞表現細胞激素IL-10導致抗原呈現細胞功

能不全以及T細胞Anergy (Zou, 2006). 

臨床上對於口腔癌治療多只侷限於化學治療以及手術切除，然而治療後復發

率確極高，若要能達到最高治療效果必須能同時加強對抗腫瘤的免疫反應，由於

許多研究已經提出調節性 T 細胞確實對於腫瘤的生長扮演重要角色(Zou, 2006；

Shimizu, J. et al, 1999；Jones, E. et al, 2002 )，抑制調節性 T 細胞的功能即是重要

的目標之一，因此，許多研究也更進一步的探討調節性 T 細胞的型態與功能，

2008年由Laura Strauss等人發表的研究中發現在黑色素瘤浸潤之調節性T細胞會

大量表現 ICOS 分子在細胞表面上，這現象在病患周邊血液淋巴細胞中則較為微

弱(Laura Strauss et al., 2008)，在同時期也有研究指出在周邊血液及胸線中的調節

性 T 細胞可利用 ICOS 分子的表現區分為兩群功能不相同的調節性 T 細胞

(Tomoki Ito et al., 2008)。 

經由初步實驗結果觀察到在人類鱗狀上皮細胞癌腫瘤內似乎存在大量的

CD4+CD25+ICOS+細胞，並且也進一步證實這群 ICOS+ T 細胞之 FOXP3之表現。

在初步研究中發現高度表現 CD25的調節性 T 細胞，屬於 ICOS+的比例較高，然
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而，先前研究已經證實 ICOS+調節性 T 細胞與 ICOS-調節性 T 細胞屬於兩群功

能相異的細胞。分析病人周邊血液單核細胞、浸潤轉移淋巴結及腫瘤內之

CD4+CD25+調節性 T 細胞，個別表現 mTGF-β情形，結果發現在周邊血液中之

CD4+CD25+ T 細胞高量表現 mTGF-β，然而在浸潤轉移淋巴結及腫瘤內之

CD4+CD25+ T 細胞只少量表現 mTGF-β。 

    由抗原的刺激要形成有效的免疫反應除了 TCR 與 MHC 分子間作用外，還

取決共同刺激分子以及細胞激素的作用，最主要的共同刺激分子 receptor/ligand

即是 B7/CD28 pathway，而近期的研究發現 ICOS/ICOSL(ICOS/B7-H2)路徑主要

參與調控 T 細胞引發的免疫反應以及耐受性，不像是 CD28會持續表現在 T 細胞

表面，ICOS 須接受 TCR 被刺激後才會被正向調控(Andreas Hutloff et al., 1999)，

證據顯示 B7/CD28的結合會影響 IL-2衍生的反應，而 ICOS 卻能特別引起 IL-10

的產生。先前研究已知 ICOS 不只會表現在 effector T 細胞中，也會表現在調節

性 T 細胞中。Storkus 等人發現(Aklile Berhanu et al., 2007)在老鼠腫瘤中發現一群

CD4+細胞具有活化型/記憶型的型態(ICOShighCD62LlowCD45RBlow)能抑制異體 T

細胞的增生以及 IFN-γ的表現。在攝護腺癌病患中也發現到浸潤腫瘤中的調節

性 T 細胞會表現高量的 ICOS 與 GITR 當相較於病患周邊血液的調節性 T 細胞

(Ashley M. Miller et al., 2006)。由於 ICOS+調節性 T 細胞被認為會比 ICOS-調節

性 T 細胞具有更強的免疫抑制能力，這現象也許與較高量的抑制性細胞激素

IL-10、TGF-β產生有關，此外，ICOS+調節性 T 細胞也被發現具有高量的 Fas、

FasL、Granzyme B 等參與毒殺 CD4+和 CD8+細胞相關的分子。因此，在腫瘤淋

巴細胞增加表現 ICOS 的調節性 T細胞似乎是增加了這些調節性 T細胞的抑制功

能。 

    除了研究調節性 T 細胞對腫瘤生長的影響外，另一群淋巴細胞也被熱烈的

探討中，2007年 Ilona Kryczek 等人發表研究發現 Th17細胞與腫瘤的生長有相關

性，並且在研究中也提到隨著腫瘤生長 Th17細胞與調節性 T 細胞間似乎也有相

關(Ilona Kryczek et al., 2007)。2008年 Yoshihiro Miyahara 等人的研究指出在人類

卵巢癌中存在有高量的 IL-17 producing 細胞，並且由腫瘤分離出的癌細胞、纖維

母細胞、抗原呈現細胞會表現大量的 IL-6、IL-1β等與 Th17細胞分化相關的細胞
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激素，此外，他們將腫瘤分離出的癌細胞、抗原呈現細胞與周邊血液分離出的

CD4+細胞共同培養後會產生高比例的 Th17細胞，而以中和性抗體 anti-IL-1、

anti-IL-6加入共同培養系統中能有效抑制 Th17細胞的產生。由於腫瘤的形成與生

長常伴隨著發炎反應，因此在腫瘤部位聚集發炎性細胞 Th17細胞是可被預測

的，然而這些細胞的存在對於腫瘤的形成究竟扮演甚麼角色還無法被釐清。 

    在實驗中我們也觀察到口腔癌病患其周邊血液單核細胞中確實存在 IL-17+

細胞，由於 IL-17+細胞已被證實為不表現 IFN-γ，在實驗我們利用同時染色 IL-17

與 IFN-r 進一步證實我們所觀察到的細胞的確屬於 Th17細胞，然而，病患血液

中所存在的 Th17細胞似乎與健康個體血液中含量無太大差異，反之，腫瘤內浸

潤 Th17細胞在淋巴球中所含的比例則顯著的高出血液中，這與先前已被報導過

的研究結果相符。 

    此外，研究中發現到了腫瘤中存在大量 IL-17+Foxp3+細胞存在，而這些細胞

的存在的確與腫瘤環境中的細胞激素有著相關性，像是 IL-1β、IL-6、TGF-β 都

大量存在於多數病患腫瘤中。雖然在腫瘤中觀察到大量 IL-17+Foxp3+細胞存在是

由於腫瘤內部原本就存在高量調節性 T 細胞所導致，然而，我們進行了各細胞

群間分佈的相關性統計，結果顯示 IL-17+Foxp3+細胞並不與腫瘤內調節性 T 細胞

具有相關性，反觀 IL-17+Foxp3+細胞與 Th17細胞的分佈似乎呈現出非常高度的

相關性，有趣的是我們在周邊血液中各細胞群間分佈的統計結果發現 Th17細

胞、調節性 T 細胞的比例節呈現正相關的關係，這顯示相較於血液，腫瘤中的

特殊環境造成 IL-17+Foxp3+細胞高量的產生。另一方面，我們也發現到在周邊血

液中的調節性 T 細胞與 Th17細胞分成現正相關，但是在腫瘤中存在的 Th17細胞

與調節性 T 細胞似乎呈現高度負相關的關係，這與 Ilona Kryczek 等人發現隨著

腫瘤的生長，腫瘤中的調節性 T 細胞與 Th17細胞存在的趨勢呈現正相關是不一

致的結果，我們推論可能的原因是 Ilona Kryczek 的研究是在小鼠模型中實驗的

結果，與我們實際觀察臨床病患的狀況不太相同，並且在不同腫瘤形態中或許調

節性 T 細胞與 Th17 細胞間扮演的角色也不盡相同。 

    先前研究已發現調節性 T 細胞在發炎環境下會轉變成為表現 IL-17+Foxp3+

的細胞，並暫時失去免疫抑制的功能，然而，當離開發炎環境時 IL-17+Foxp3+
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細胞會恢復成為調節性 T 細胞的狀態，這樣具有多變性的調節性 T 細胞功用似

乎可以因應人體免疫系統突然遭受及性感染時，可快速抑制免疫抑制反應並且快

速成為發炎免應反應的狀態。文獻指出只有特定表現型調節性 T 細胞具有產生

IL-17的能力，主要是 CD4+CD45RAnegCD25highCCR6+HLA-DRnegFoxp3+調節性 T

細胞群能在適當細胞激素刺激後轉變成為 IL-17+Foxp3+細胞(Gaelle Beriou et al., 

2009)，這也顯示出調節性 T 細胞包括了許多細胞功能不同的亞群，中和本實驗

的結果可推論在腫瘤中的調節性 T 細胞中有能力轉變成為調節性 T 細胞的細胞

亞群可能比例較高。然而此推論需要更進一步的實驗來證實。 

    利用 PBMC 與口腔癌細胞共同培養的研究證實了口腔癌細胞卻時能促使

IL-17+Foxp3+細胞的產生，而此現象確實是在高濃度 IL-1β、IL-6的環境中進行，

在純化的CD4+ T細胞共同培養系統中也得到了相同的結果，若要進一步證實IL-1

β、IL-6對於 IL-17+Foxp3+細胞的產生扮演決定性的角色，我們也將更進一步利

用中和性抗體去除 IL-1β、IL-6以觀察是否會抑制 PBMC 與口腔癌細胞共同培

養系統中產生 IL-17+Foxp3+細胞。 

    據文獻以證實口腔癌常伴隨著細菌感染進而引發劇烈發炎反應，由於 Th17

細胞起先被認為由病原菌的感染所引起，我們好奇是否由於口腔鱗狀上皮細胞癌

中常伴隨著細菌感染促使腫瘤中存在大量的 IL-17+細胞，雖然初步研究中發現似

乎在各病患腫瘤中 IL-17+細胞的數量並不與細菌量有顯著相關性，但也許是由於

只有特定細菌種類才會引發 IL-17+細胞的免疫反應。 
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第六章 圖表 

 

(A) PBMC 

 

(B) Lymph node 

 

(C) TIL 

 

圖一、 分析浸潤腫瘤內、轉移淋巴結和周邊血液之 CD4+CD25+調節性 T 細胞

其 ICOS 表現 

結果顯示為一位病患分離後的淋巴細胞以 anti-CD4-PerCP、anti-CD25-FITC、

anti-ICOS-PE 抗體標示後上流式細胞儀分析，首先由 FSC/SSC 圈選出淋巴細胞

群，圖(A)將病患周邊單核細胞圈選出 CD4+CD25+細胞群，經分析後表現 ICOS

之細胞佔約0.71%。圖(B)將病患轉移淋巴結之淋巴細胞圈選出 CD4+CD25+細胞

群，經分析後表現 ICOS 之細胞佔約19%。圖(C)將病患浸潤腫瘤內之淋巴細胞圈

選出 CD4+CD25+細胞群，經分析後表現 ICOS 之細胞佔約48%。 
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圖二、  分別探討腫瘤內浸潤淋巴球 CD4+CD25high 、 CD4+CD25low 和

CD4+CD25intermediate細胞亞群其 ICOS 表現量 

將浸潤腫瘤淋巴細胞以 anti-CD4-PerCP、anti-CD25-FITC、anti-ICOS-PE 抗體標

示後經流式細胞儀分析，首先由 FSC/SSC 圈選出淋巴細胞群，圖(A)為浸潤腫瘤

淋巴球圈選出 CD4+CD25high(R2)、CD4+CD25intermediate (R3)和 CD4+CD25low(R4)細

胞群，以 Histogram Plot 比較 ICOS 的表現量。圖(B)以 Density Plot 分析

CD4+CD25high(R2) 、CD4+CD25intermediate (R3)和 CD4+CD25low(R4)細胞群個別表現

ICOS 的比例。 
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(C) TIL 

 

 

圖三、 分析浸潤腫瘤內、轉移淋巴結和周邊血液之 CD4+CD25+調節性 T 細胞其

mTGF-β表現 

結果顯示為一位病患分離後的淋巴細胞以 anti-CD4-PerCP、anti-CD25-FITC、

anti-mTGF-β-PE 抗體標示後上流式細胞儀分析，首先由 FSC/SSC 圈選出淋巴細

胞群，圖(A)從病患周邊血液單核細胞圈選出 CD4+CD25+細胞群，分析其中表現

mTGF-β之細胞佔約61%。圖(B)從病患轉移淋巴結之淋巴細胞圈選出 CD4+CD25+

細胞群，分析其中表現 mTGF-β 之細胞佔約19%。圖(C)從病患浸潤腫瘤內之淋

巴細胞圈選出 CD4+CD25+細胞群，分析其中表現 mTGF-β之細胞佔約14%。 
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圖四、 分析浸潤腫瘤內及周邊血液之CD4+CD25+調節性T細胞其Foxp3與 ICOS

表現情形 

由一位病患腫瘤及血液中分離出淋巴細胞，經由 anti-CD4-PerCP 、

anti-CD25-APC、anti-Foxp3-FITC、anti-ICOS-PE 抗體標示細胞，經由流式細胞

儀分析，圖(A)從病患周邊血液單核細胞圈選出 CD4+CD25+FOXP3+細胞群，分析

其中表現 ICOS 之細胞佔約5.68%。圖(B)從病患浸潤腫瘤內之淋巴細胞圈選出

CD4+CD25+FOXP3+細胞群，分析其中表現 ICOS 之細胞佔約52.54%。 
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圖五、 統計浸潤腫瘤內、轉移淋巴結和周邊血液之 CD4+CD25+調節性 T 細胞其

ICOS 表現 

分別由十位病患周邊血液單核細胞、九位病患浸潤腫瘤內之淋巴細胞以及四位病

患轉移淋巴結之淋巴細胞中表現 ICOS 之細胞佔其 CD4+CD25+細胞群之比例。

***代表統計學上 p 值小於0.0001。 
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圖六、 比較健康個體、病患周邊血液單核細胞以及浸潤腫瘤內淋巴細胞中 Th17 

細胞含量 

圖(A)為健康個體、病患周邊血液單核細胞和浸潤腫瘤內之淋巴細胞分離後，利

用細胞內染色技術標記細胞 IL-17-PE 以及 IFN-γ-FITC 並分析 IL-17+細胞佔所

有 CD4+細胞的比例。顯示為一位健康個體及兩位病患分析的結果。圖(B)統計十

位病患浸潤腫瘤淋巴細胞、十七位病患周邊血液單核細胞和五位健康個體周邊血

液單核細胞的 CD4+IL-17+細胞佔所有 CD4+細胞的比例。*代表統計學上 p 值小

於0.05。 
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圖七、 比較健康個體、病患周邊血液單核細胞以及浸潤腫瘤內淋巴細胞中

IL-17+Foxp3+細胞含量 

圖(A)將健康個體、病患周邊血液單核細胞和浸潤腫瘤內之淋巴細胞利用細胞內

染色技術標記細胞 IL-17-PE 以及 Foxp3-FITC 並分析 IL-17+Foxp3+細胞佔所有

CD4+細胞的比例。顯示為一位健康個體及兩位病患分析的結果。圖(B)統計十位

病患浸潤腫瘤淋巴細胞、十七位病患周邊血液單核細胞和五位健康個體周邊血液

單核細胞的 IL-17+Foxp3+細胞佔所有 CD4+細胞的比例。*代表統計學上 p 值小於

0.05。 
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圖八、 探討浸潤腫瘤內淋巴細胞中 Foxp3+調節性 T 細胞與 Th17細胞分佈相關

性 

將各病患腫瘤內淋巴細胞之 Th17細胞、調節性 T 細胞、IL-17+Foxp3+細胞佔 CD4+

細胞百分比收集後，以 Excel 分析各細胞群間的相關性，圖(A)為十二位病患浸

潤腫瘤內淋巴細胞中 Th17細胞與 IL-17+Foxp3+細胞的分佈具有非常高度正相關

性，相關係數 r 值為0.94。圖(B)為十二位病患浸潤腫瘤內淋巴細胞中調節性 T 細

胞與 IL-17+Foxp3+細胞的分佈不具有相關性，相關係數 r 值為-0.25。圖(C)為十二

位病患浸潤腫瘤內淋巴細胞中 Th17細胞與調節性 T 細胞的分佈具有高度負相關

性，相關係數 r 值為-0.74。當相關係數 r 之絕對值達小於0.3時，為低度相關；絕

對值介於0.3~0.7時，即為中度相關；達0.7~0.8時，即為高度相關；若達0.8以上

時，即為非常高度相關。 
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圖九、 探討口腔癌病患周邊血液中 Foxp3+調節性 T 細胞與 Th17細胞分佈相關

性 

將各病患周邊血液之 Th17細胞、調節性 T 細胞、IL-17+Foxp3+細胞佔 CD4+細胞

百分比收集後，以 Excel 分析各細胞群間的相關性，圖(A)為十九位病患浸潤腫

瘤內淋巴細胞中 Th17細胞與 IL-17+Foxp3+細胞的分佈具有非常高度正相關性，

相關係數 r 值為0.80。圖(B)為十九位病患浸潤腫瘤內淋巴細胞中調節性 T 細胞與

IL-17+Foxp3+細胞的分佈不具有相關性，相關係數 r 值為0.84。圖(C)為十九位病

患浸潤腫瘤內淋巴細胞中 Th17細胞與調節性 T 細胞的分佈具有高度負相關性，

相關係數 r 值為0.79。當相關係數 r 之絕對值達小於0.3時，為低度相關；絕對值

介於0.3~0.7時，即為中度相關；達0.7~0.8時，即為高度相關；若達0.8以上時，

即為非常高度相關。 
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圖十、分析病患腫瘤微環境中細胞激素或轉錄因子存在的情形 

結果顯示由八位病患腫瘤組織 RNA 分離並進行反轉錄作用後得到各組織的

cDNA，利用 real-time PCR 檢視各細胞激素以及轉錄因子表現情形。不同基因表

現量皆以 GAPDH 表現量進行標準化，Relative expression = 2-(dCt)。 
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圖十一、 分析病患腫瘤微環境與非腫瘤微環境中細胞激素或轉錄因子存在的情

形 

純化一位病患的腫瘤組織(TS)與非腫瘤組織(NS)的 RNA 並進行反轉錄作用後得

到各組織的 cDNA，利用 real-time PCR 檢視各細胞激素以及轉錄因子表現情形。

不同基因表現量皆以 GAPDH 表現量進行標準化，Relative expression = 2-(dCt)。 
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圖十二、利用 PBMC 與口腔癌細胞株進行體外培養，以誘導出 Th17細胞、

IL-17+Foxp3+細胞產生 

圖(A)為分離正常人 PBMC 與癌細胞株 SAS 以5：1的比例，在 anti-CD3/CD28刺

激下共同培養於 RPMI-10% FBS 中，第五天將細胞以 PBS 沖洗一次後，以

PMA/Ionomycin 刺激四小時，接著進行細胞內染色標示 IL-17-PE 與

Foxp3-FITC，進行流式細胞儀分析並與 PBCM 對照組進行比較。(B) 將培養五

天之各實驗組上清液收集，以 ELISA 測試各實驗組中 IL-6、IL-1β的濃度。 

(A)  

(B)  
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圖十三、利用 CD4+ T 細胞與口腔癌細胞株進行體外培養，以誘導出 Th17細胞、

IL-17+Foxp3+細胞產生 

圖(A)為分離正常人 PBMC 中的 CD4+ T 細胞與癌細胞株 SAS 以5：1的比例，在

anti-CD3/CD28刺激下共同培養於 RPMI-10% FBS 中，第五天將細胞以 PBS 沖洗

一次後，以 PMA/Ionomycin 刺激四小時，接著進行細胞內染色標示 IL-17-PE 與

Foxp3-FITC，進行流式細胞儀分析並與 CD4+ T 細胞對照組進行比較。(B) 將培

養五天之各實驗組上清液收集，以 ELISA 測試各實驗組中 IL-6、IL-1β的濃度。 

(A)  

(B)  
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圖十四、分析病患腫瘤微環境中細菌存在情形 

結果顯示由八位病患腫瘤組織 RNA 分離並進行 Universal bacterial 16S 反轉錄作

用後得到各組織的 bacterial 16s cDNA。將各病患16S cDNA 進行 PCR 後取一表

現量最低之病患標準化之。表中顯示 IL-17/CD4、RORrt/CD4分別為將 IL-17、

RORrt 利用 CD4標準化後的結果與16S 量做對照。 
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表一、本研究中分析之口腔鱗狀上皮細胞癌病患的臨床病理相關數據，包括年

齡、性別、腫瘤起源處、以及病理分期。 
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附圖一、由環境周圍的細胞激素決定 CD4 T 細胞的分化與轉化 

(Immunity, Volume 30, Issue 5, 646-655, 22 May 2009) 

 

 

 

 


