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研究方向: 

EBV 潛伏膜蛋白 1（latent membrane protein 1, LMP1）是病毒致癌蛋白，可活化細胞“DNA 甲基

轉移酶＂(DNA methyltransferase 1, DNMT1) 基因的轉錄，導致許多基因過度甲基化和使基因默化

(gene silencing)。我們之前的實驗結果證明 LMP1 透過其蛋白質 C-端激活區域 2 (C-terminal 

activation domain 2, CTAR2)最後 3 個胺基酸 YYD 區域直接誘導 DNMT1 啟動子活化(圖 1A, B)。 

LMP1 誘發 DNMT1 的活化涉及上游 JNK 激酶的活化，卻不涉及 NF-B 和 p38 /有絲分裂原激活的

蛋白激酶(MAPK)訊號傳導。此外 LMP1 誘導由 DNMT1 和 histone deacetylase (HDAC)組成的轉錄

抑制複合物(transcriptional repression complex, DNMT-HDAC)的形成，該複合物位於 E-cadherin 基

因啟動子上(圖 1B)。利用 JNK 抑制劑 SP600125 處理 NPC 細胞可防止這種轉錄抑制複合物的形成。

總括而言，我們的結果釐清 JNK-AP-1 訊號傳導與 EBV 致癌蛋白 LMP1 誘導的 DNA 甲基化之間的

機制關聯。(Can Res 2006; 66(24): 11668-76) IF= 12.701 

 

圖1A          圖1B 

 

 

Fig.1 (A). EBV oncoprotein latent membrane protein (LMP1) activates at least 5 different oncogenic cellular 

signaling pathways and promotes NPC tumor progression [adapted from 2010 Human Oncogenic Viruses: 

Ch5 EBV and its Oncogenesis (World Scientific)]. 1 (B) A model for LMP1-mediated DNMT1 activation 

via JNK/AP-1 signaling. Activated DNMT1 hypermethylates E-cadherin promoter and recruits a 

transcriptional repression complex leading to gene silencing. The YYD domain of LMP1 activates the JNK 

signaling pathway and activated JNK, in turn,phosphorylat es transcription factor c-Jun. Phosphorylated 

c-Jun of AP-1 complex binds and transactivates the dnmt1 promoter. Elevated DNMT1 expression leads to 

hypermethylation of E-cadherin gene and formation of a transcriptional repression complex including 

DNMTs,meth yl-binding proteins (MBD),and HDAC. This LMP1-mediated DNMT1 activation can be 

blocked by JNK inhibitor SP600125, dominant negative mutant (DN-JNK), and siRNAs (si-JNK, si-c-Jun, 

si-TRADD and si-LMP1). 
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(1) Aberrantly hypermethylated transcription repressor homeobox A2 derepresses 

metalloproteinase-9 activity through TBP and promotes invasion in nasopharyngeal carcinoma. 

(Oncotarget 2013; 4:2154-2165) 

 

在NPC腫瘤中鑑定出一個差異化的高甲基化轉錄抑制因子Homeobox A2（HOXA2），導致這個基因

的缺失，使NPC細胞具有侵襲性和轉移性。 HOXA2的異常甲基化導致NPC腫瘤和細胞中RNA的低

表達，加入甲基化抑製劑5'aza可恢復NPC細胞中HOXA2 RNA的表達。高度甲基化的HOXA2啟動子，

會不利於轉錄活化因子p300與DNA的結合，從而使HOXA2的轉錄受到抑制。在NPC細胞中重新大量

表達HOXA2會降低NPC細胞的侵襲能力，金屬蛋白酶(Metalloprotease 9, MMP-9) mRNA和蛋白質表

達降低有關。啟動子活性測試、ChIP 染色質沈澱和DNA pull down試驗證明HOXA2與轉錄激活因子

TATA-box結合蛋白（TBP）互相競爭靠近MMP-9轉錄起始位點的辨識序列，因此當HOXA2作為抑

制因子與TBP拮抗共同調控MMP-9的表達。而NPC中甲基化的HOXA2則失去抑制MMP-9的能力，導

致MMP-9產生並增加NPC細胞的侵襲。在NPC血漿樣品中，血漿EBV拷貝數增加與血液中游離的甲

基化HOXA2水平升高和MMP-9蛋白酶水平升高相關。 

圖2 

 

 
Fig. 2. In normal cells, transcription of HOXA2 is activated by p300 binding. Subsequently, HOXA2 binds 
to the MMP-9 TATA-box and interferes the binding of TBP resulting in suppression of MMP-9 expression. 
In NPC cells, methylation of the HOXA2 impairs the p300 binding thereby inactivates the HOXA2 gene. In 
the absence of transcription repressor HOXA2, TBP and RNA polII can bind to the TATA-box of MMP-9 
and activate MMP-9 expression. Elevated MMP-9 level, in turn, promotes the invasiveness of NPC cells. 
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(2) Silencing of miRNA-148a by hypermethylation activates the integrin-mediated signaling pathway 

in nasopharyngeal carcinoma.  

(Oncotarget 2014; (5)17:7610-24) 

 
與鄰近的正常細胞和NP細胞相比，NPC檢體組織和NPC細胞中miRNA-148a基因由於高度甲基化導致

其基因的轉讓下降。啟動子分析顯示，上游活化因子1（upstream stimulating factor 1, USF1）是激

活miR-148a啟動子活性的關鍵轉錄因子。EMSA分析證實，帶有CG序列甲基化的USF1探針與沒有甲

基化的探針相比，以重組純化的USF1與無甲基化的探針結合較好，代表DNA甲基化會抯擾蛋白質與

DNA的結合。若在NPC細胞中大量表達miR-148a，使miR-148a負調控下游目標基因(target gene)，包

括讓參與細胞表面的粘附分子integrin signaling(負責和細胞外基質ECM作用)相關的系列VAV2、

WASL和ROCK1其蛋白質表達量下降，進而抑制了integrin的訊息傳導，最終抑制了NPC細胞的遷

移，表示miR-148a有抑癌功能。此外免疫組織化學染色和Western blotting分析顯示，在NPC檢體中

miR-148a的上述3個致癌目標VAV2、WASL和ROCK1都有過量蛋白質表達，這表示由異常DNA甲基

化導致miR-148a基因失活，促進了NPC細胞的遷移及癌化過程。總體而言，我們的發現miR-148a的

功能可作為NPC的抑癌的miRNA。 

圖3 

 

 
Fig. 3. In normal cells, hypomethylated miR-148a promoter allows the binding of transcription activator 
USF1, resulting in the activation of miR-148a expression. Mature miR-148a represses the protein expression 
of the integrin pathway downstream targets such as ITGB8, VAV2, ROCK1 and WASL, and thereby 
inhibits cell migration. Conversely, in NPC cells, hypermethylated miR-148a promoter prevents the binding 
of USF1 and causes silencing of miR-148a. In the absence of miR-148a, NPC cells overexpress oncogenic 
integrin pathway targets and, in turn, trigger cell migration. 
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(3) Inactivation of the tight junction gene CLDN11 by aberrant hypermethylation modulates 

tubulins polymerization and promotes cell migration in nasopharyngeal carcinoma 

(Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2018 37:102; IF=11.161) 
 
我們在 NPC 細胞中鑑定出一個差別高度甲基化和表達量下降的緊密連接基因 CLDN11，在 7 對的

NPC 臨床檢體中，CLDN11 啟動子其亞硫酸定序和 CLDN11 mRNA 的 qRT-PCR 表明，啟動子的

甲基化程度與 mRNA 表達量成反比。用另外的 NPC 臨床樣本的免疫染色結果顯示，在 9 對的 NPC

腫瘤樣本中，有 7 個樣本的 CLDN11 蛋白表達量與週邊正常組織呈現下降狀況。用 DNA 甲基抑制

劑 5'aza 處理可恢復 NPC 細胞中 CLDN11 RNA 的表達。CLDN11 啟動子的不同片段和定點突變實

驗顯示，上游序列含有轉錄因子 GATA1 結合位點(-62 至-53) 是主要活化的區域。重新大量表達

CLDN11 可抑制 NPC 細胞的細胞遷移和侵襲能力。透過免疫共沉澱和 LC-MS / MS，接下來確定微

管蛋白(tubulin) TUBA1B 和 TUBB3 是最新被報導與 CLDN11 相互作用蛋白。 CLDN11 透過其蛋

白質細胞內環(intracellular domain)和 C-端片段與上述兩個微管蛋白相互作用。更重要的是，這些

蛋白片段是 CLDN11 主要執行抑制細胞遷移的必需區域。用微管蛋白聚合抑製劑 nocadazole，可

抑制 NPC 細胞的遷移。總括來說，我們的數據提供了有力證據， CLDN11 可作為抑癌基因，而

DNA 高度甲基化使 CLDN11 基因失活會促進 NPC 的進展。 

圖 4 

 
Fig. 4. In a normal nasopharynx, CLDN11 is transcriptionally activated by transcription activators, GATA1 
and GATA2. The integral membrane tight junction protein CLDN11, expressed on the apical surface of the 
epithelial cells, maintains tight junction integrity and epithelial cell polarity and morphology. In addition, 
CLDN11 serves as the scaffold to recruit tubulins through its intracellular loop and C-terminal domains. The 
interaction between CLDN11 and the tubulins TUBA1B and TUBB3 may sequester the availability of α- and 
β-tubulin subunits in the cytoplasm. Thus, the presence of CLDN11 may prevent cell migration and invasion 
by interfering with the microtubule polymerization dynamics. By contrast, in NPC cells, aberrant promoter 
hypermethylation impairs GATA binding and causes transcriptional silencing of CLDN11. In the absence of 
CLDN11, microtubules undergo rapid polymerization, in turn promoting basement membrane breakdown, 
motility, invasiveness, plasticity, and cell cycle, thus contributing to a more cancerous phenotype of NPC 
cells. The tubulin polymerization inhibitor nocodazole can serve as a therapeutic drug to block migration in 
NPC.  
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(4) Integrated genomic analyses in PDX model reveal a cyclin-dependent kinase inhibitor Palbociclib 

as a novel candidate drug for nasopharyngeal carcinoma 

(Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2018 37:233; IF=11.161) 

 
腫瘤異種移植(patient-derived xenograft, PDX）小鼠動物模型已成為一種新方法，用來篩選、測試和

評估有藥物可治療的腫瘤突變，基於突變的靶標篩选和評估個性化的癌症藥物。我們建立了五個鼻咽

癌 NPC-PDX 小鼠模型。隨後，進行了全外顯子測序（whole exome sequence, WES）和基因組突變

分析，以尋找癌組織中的突變基因，作為抗癌藥品的基因標的。將潛在的藥物處理 2 種上述 NPC PDX

小鼠模型中，並評估藥物抑制腫瘤的能力。其中一組 NPC PDX 小鼠中進行 RNA 測序和轉錄組分析，

證明抗癌藥有效抑制腫瘤中與生長相關基因的表達，鼻咽癌腫瘤中常發現細胞週期(cell cycle)相關基

因的拷貝數有變異（copy number variation, CNV）。在 5 個 NPC-PDX 中就有 3 個發生 cyclin D1

（CCND1）基因的擴增，而 4 個則有 cell cycle dependent kinase 2A (CDKN2A) 基因的缺失。此外在> 

90％FFPE 臨床轉移的 NPC 腫瘤中觀察到常有 CCND1 過量表達（87/91），並與鼻咽癌不良預後相關。 

CNV分析顯示，血漿中CCND1 / CDKN2A測到的 cell free DNA (cfDNA)比率與NPC患者血漿中EBV 

DNA 量有關，可作為篩檢試驗，並選擇用 CDK4 / 6 抑製劑作為治療候選藥物，根據我們的 NPC PDX

模型和 RNA 測序，CDKN2A 激酶抑製劑 Palbociclib 透過誘導 cell cycle 進入 G1 arrest 證實具有抗

癌作用。一名患有肝轉移的 NPC 患者接受了 Palbociclib 治療，病情穩定，血液中 EBV DNA 的濃度

也隨著下降。 

圖 5 

 

Candidate drugs (GSK, DEC, GEM, PAL and GEM+PAL, DMSO as control) were tested in 2 cyclin D1 
overexpression PDX lines, NPC02 and NPC13. In NPC13 PDX studies, both gross tumor on mice (Fig. 5. 
A1) and after excision (Fig. 5. A2) showed these drugs could suppress xenograft growth comparing to 
DMSO with statistical significance (Fig. 5. A3, A4) and tolerable body weight change (Fig. 5. A5). 
Combination of PAL and GEM had the tendency of addictive effect comparing to either GEM or PAL. 
Staining of cyclin D1 after treatment showed more homogenized overexpression of cyclin D1 in PAL 
treatment group (Fig. 5. A6), implying this drug may arrest cancer cells in cell cycle. 
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