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1
D i v i s o n o f M o l e c ul a r a n d D i a g n o sti c P a th ol o g y ,

2
T h e F i r s t D e p a rt m e n t o f S u r g e r y , N ii g a t a U n i v e r si t y S c h o ol of M e d i ci n e ,

N ii g a t a ;
3
D e p a rt m e n t o f G a st r o e n t e r o l o g y S u r g e r y , T o k y o W o m e n

'

s M e d i c al C oll e g e ;
4
T hi r d D e p a r t m e n t o f S u r g e r y , T o k y o

M e d i c a l C o ll e g e , T o k y o , J a p a n

R e c ei v e d J a n u a 7 y 2 4 2 0 0 2 ; a c c ep te d J a n u a y y 2 9 2 0 0 2

S u m m a r y . T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y i s t o c l a ri f y

w h e t h e r o r n o t p 5 3 g e n e m u t a ti o n s dilr e r b e t w e e n

g all bl a d d e r c a r ci n o m a ( G B C) wi t h a n a n o m a l o u s j u n c ･

ti o n o f t h e p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t ( A J P B D) a n d G B C

w i t h o u t A J P B D . W e e x a m i n e d 1 7 G B C s w i t h A J P B I)

a n d 2 2 G B C s w it h o u t A J P B D . I m m u n o h i s t o c h e m i c a ll y ,

t h e f r e q u e n c y o f p 5 3 p r o t ei n o v e r
･ e x p r e s si o n w a s 6 4 . 7

0

/.
i n G B C s w i t h A J P B D a n d 7 7 . 3 0/. i n G B C s w i t h o u t

A J P B D . p 5 3 m u t a ti o n s w e r e f o u n d i n 4 7 .1
O

/. o f G B C s

w i t h A J P B I) a n d 5 0 .0
0

/. o f G B C s w i t h o u t A J P B D . T h e

m u t a ti o n s w e r e di st ri b u t e d f r o m e x o n s 5 t o 8 w i t h o u t a

p r e p o n d e r a n c e i n c e r t ai n e x o n s o r s p e ci fi c m u t a ti o n a l

h o t s p o t s i n ei t h e r g r o u p . A ll m u t a ti o n s o f G B C s w it h

A J P B D w e r e G : C t o A : T t r a n si ti o n
,
a n d 2 7 .3 % o c c u r -

r e d a t t h e C p G si t e . F o r G B C s w i t h o u t A J P B D , 3 0 .3
0

/. o f

m u t a ti o n s w e r e t r a n s v e r si o n
,
a n d m u t a ti o n s d id n o t

o c c u r a t t h e C p G si t e . T h e s e r e s u lt s i n di c a t e di ff e r e n c e s

i n t h e m u t a g e n e si s o f p 5 3 g e n e a l t e r a ti o n b e t w e e n

G B C s w it h A J P B D a n d G B C s w it h o u t A J P B D .

K e y w o r d s - a n o m a l o u s j u n c ti o n o f t h e p a n c r e a ti c o b ili a r y
d u c t

, g a llb l a d d e r c a r ci n o m a , P 5 3 .

I N T R O D U C T I O N

A n a n o m al o u sj u n c ti o n of t h e p a n c r e a tic o bili a r y d u ct

( A J P B D) is s u s p e ct ed t o b e a hi g h ris k f a c t o r f o r

g allbl a d d e r c a r cin o m a (G B C) a n d bil e d u ct c a r
-

ci n o m a i n J a p a n
l
･
2)

. M o r e o v e r
,
th e m e a n a g e of

G B C -

p a ti e n t s w it h A J P B D is a p p r o x i m a t ely 10 y e a r s

y o u n g e r t h a n t h a t of G B C -

p a ti e n t s w ith o u t A J P B D
3)

.

I n A J P B D , t h e j u n cti o n of t h e p a n c r e a tic a n d c o m -

C o r r e s p o n d e n c e : K a z u t o sh i D a t e , D i v i si o n of M o l e c ul a r a n d

D i a g n o sti c P a th ol o g y , N ii g a t a U n i v e r si t y S c h o ol o f M e di c i n e ,

A s a h i m a c h i -d o ri 1
,
N ii g a t a 9 51 J 1 2 2 , J a p a n .

8 3

m o n bil e d u ct is p r e s e n t o u t sid e th e d u o d e n al w all .

C o n s e q u e n tl y , p a n c r e a ti c j ui c e c o n ti n u o u sl y r e 8 u x e s

i n t o t h e bili a r y t r a ct a n d inj u r e s th e b ili a r y t r a c t

e pit h eli a w it h s u b s e q u e n t r e a c ti v e e pit h elia l h y p e r
-

p l a si a of t h e g allb l a d d e r , w hi ch is o n e o f t h e ch a r a c ･

t e risti c ch a n g e s in A J P B D
ト 6)

. A c c o rd in g t o p r e vi o u s

st u di e s
,
th is e pith eli al ch a n g e i s a c c o m p a ni e d w it h

i n c r e a s e d c ellu l a r k i n eti c s a n d c o r r el a t e s w it h t h e

d e v el o p m e n t of g allbl a d d e r c a r ci n o m a
7- l l)

. M o r e -

o v e r
,
K - r a s p oi n t m u t a ti o n s a r e hi gh e r i n G B C s wi th

A J P B D th a n i n G B C s w it h o u t A J P B D
8 ･ 1 0 , 1 2 ･ 1 3)

R e c e n t st u di e s h a v e r e v e al e d t h a t s o m e g r o u p s of

c a n c e r s sh o w s p e ci丘c f r e q u e n c y a n d alt e r n a ti o n p a t -

t e r n s of t h e p 5 3 g e n e . S p e ciB c c h a r a c t e ri sti c s of p 5 3

m u t a ti o n s h a v e b e e n f o u n d i n h e p a t o c ell ul a r , e s o -

p h a g e al , b r e a s t , a n d o th e r c a r ci n o m a s . T h e s e p 5 3

m u t a ti o n s p e ct r a a r e s t r o n g ly li n k ed t o s p e ci丘c

e x o g e n o u s a n d e n d o g e n o u s c a r ci n o g e n s
1 4)

.

S e v e r al s t u di e s h a v e r e p o r t e d f r e q u e n ci e s a n d

alt e r a ti o n p a tt e r n s of p 5 3 i n G B C s w it h o u t

A J P B D
1 5 , 1 6)

. F o r G B C s w ith A J P B D , t w o st u di e s

w e r e d o n e t o i n v e stig a t e t h e f r e q u e n ci e s of p 5 3

m u t a ti o n s b y u tili z i n g p ol y m e r a s e ch ai n r e a c ti o n -

si n gl e st r a n d c o nf o r m a ti o n p oly m o r p hi s m a n aly sis

(S S C P)
1 7

･
1 8)

. O n ly o n e s t u d y i n v e stig a t e d th e alt e r a -

ti o n p a t t e r n of p 53 m u t a ti o n s b y p e rf o r m i n g di r e c t

d e o x y n u cl e o tid e s e q u e n ci n g
1 8)

. I n th is st u d y , w e

c o m p a r e d p 5 3 m u t a ti o n s i n G B C s w ith a n d w it h o u t

A J P B D .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

M at e ri als

T h e s a m p le s w e r e 1 7 s u r gi c ally r e s e ct e d G B C s w ith

A J P B D a n d 22 G B C s w ith o u t A J P B D . T h e s e w e r e
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T a bl e 1 . C li n i c a l b a c k g r o u n d s o f p a ti e n t s a n d r e s u lt s o f p 5 3 a n a l y si s

G B C w it h A J P B D G B C w it h o u t A J P B D

T o t a l n u m b e r s o f c a s e s 1 7 2 2

A g e ( y r) 5 9 .5 ±1 0 .3

M al e : F e m a l e 2 : 1 5

P 5 3 o v e r e x p r e s si o n (
0

/o) 6 4 .7 (l l/ 1 7)

p 5 3 g e n e a lt e r a ti o n (
0

/.) 4 7 1 ( 8/ 1 7)

6 8 .7 ±8 .6

7 : 1 5

7 7 .3 (1 7/ 2 2)

5 0 .0 (l l/ 2 2)

< 0 .0 1

N S

N S

N S

N S
,
N o t si g n i丘c a n t; G B C , g a ll b l a d d e r c a r c i n o m a ; A J P B D , a n o m a l o u s j u n cti o n o f th e

p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t .

o b t ai n e d f r o m t h e a r c hi v e s of t h e F ir s t D e p a r t m e n t

of P a t h ol o g y , N ii g a t a U n i v e r sit y S c h o ol of M e di ci n e ,

D e p a r t m e n t G a s t r o e n t e r o l o g y S u r g e r y , T o k y o

W o m e n
'

s M e di c al C oll e g e , a n d T hir d D e p a rt m e n t of

S u r g e r y , T o k y o M e di c al C oll e g e , fr o m J u n e 1 98 2 t o

S e p t e m b e r 1 99 6 . A ll p a ti e n t s u n d e r w e n t p r e o p e r a tiv e

e n d o s c o p l C r e t r o g r a d e ch ol a n g l O p a n C r e a t O g r a p h y t o

d i a g n o s e A J P B D . T h e a g e a n d s e x of p a tie n t s a r e

s u m m a ri z ed i n T a bl e 1 . T h e 22 G B C s w it h o u t A J P B D

h a v e b e e n r e p o r t ed p r e vi o u sly
1 6)

.

A ll r e s e c t ed s p e ci m e n s w e r e 丘Ⅹ ed i n l O % b u ff e r e d

f o r m ali n s ol u ti o n . I n all c a s e s
,
th e e n tir e g allb la d d e r

w a s c u t s t e p w is e i n 3
- 5 m m -t hi c k sli c e s a n d e m b e d -

d ed i n p a r a 氏n a c c o r di n g t o t h e G e n e r al R ul e s f o r

P a th ol o g i c al S t u die s o n C a n c e r of t h e B ili a r y T r a c t

of t h e J a p a n e s e S o cie t y of Bili a r y S u r g e r y
1 9)

. A ft e r

h ist ol o g l C al e x a m in a ti o n , o n e o r t w o r e p r e s e n t a tiv e

p a r a 氏n bl o c k s of e a c h t u m o r w e r e s ele c t e d f o r D N A

p r e p a r a ti o n .

I m m u n o h is t o c h e m i c a l s t a in i n g o f p 5 3 p r o t ei n

T h r e e s e ri al 3 〟m thi c k s e c ti o n s , 5
- 1 0 s e ri al 1 0 / J m

s e c ti o n s
,
a n d a l a s t 3 FL m S e c ti o n w e r e c u t f r o m t h e

r e p r es e n t a ti v e p a r afB n bl o c k s . T h e fi r st t h r e e s e c
-

ti o n s w e r e s t ai n ed w it h h e m at o x yli n
- e o sin ( H - E) ,

p 5 3- p r o t ei n a n d K i -6 7 i m m u n o s t ai n i n g r e s p e c ti v el y .

T h e m id d le s e c ti o n w a s p r e p a r e d f o r D N A e x t r a c-

ti o n
,
a n d th e l a s t s e c ti o n w a s s t ai n ed w it h H - E . T h e

p 53 a n d K i -6 7 i m m u n o s t ai n s e m p l o y e d m o u s e m o n o-

cl o n al a n tih u m a n p 5 3 p r o t ein a n tib o d y P A B - 1 8 0 1

(O n c o g e n e S cie n c e l n c . , M a n h a s s e t , N Y , U S A ) a n d

K i -6 7 m o u s e m o n o cl o n al a n tib od y M I B
-1 (I m

-

m u n o t e c h S . A .
,
M a r s eill e

,
F r a n c e) , r e s p e c ti v el y , w ith

t h e s t r e p t a v idi n
-

p e r o x id a s e c o m pl e x m e th o d . T h e

K i -6 7 p o sitiv e c ell s w e r e w ell p r e s e r v e d i n in n e r

c o n t r o l a r e a s s u ch a s th e g e r m i n al c e n t e r o f th e

l y m p h f ollicl e s a n d t h e m et a pl a sti c e pit h eli u m of th e

g allb l a d d e r . T h u s , th e s e s el e c t e d s e cti o n s w e r e

e v al u at e d a s all o w l n g th e v a lu e o f p 5 3 i m m u n o s t a i n
-

i n g . T h e r e w e r e f o u r s t ai n i n g p a tt e r n s f o r p 53 i m -

m u n oh ist o c h e m is t r y : di ff u s e ( m o s t of t h e t u m o r c ells

w e r e p o siti v e i n th e l e si o n) , n e s t e d ( p o siti v e c ells

w e r e a g g r e g a t e d i n f o c al a r e a( s) of t h e l e si o n) , s c at
-

t e r e d ( s m all n u m b e r s of is ol at e d p o siti v e c ells w e r e

s c a tt e r e d th r o u g h o u t t h e l e si o n) , a n d n e g a ti v e ( n o

p o siti v e c ells i n t h e le si o n) . D i ff u s e o r n e st e d s t ai n i n g

p at t e r n s w e r e r e g a r d e d a s i n di c a ti v e of p 53 p r o t ei n

o v e r- e x p r e s si o n a c c o r di n g t o o u r p r e vi o u s s t u d y
2 0)

.

D N A p r e p a r a ti o n

D N A w a s e x t r a c t e d f r o m th e 5 - 10 s e ri al 10 /J m t hi c k

p a r a & n s e c ti o n s c u t b et w e e n th e fi r s t th r e e s e c ti o n s

a n d th e 丘n al s e c ti o n . T is s u e di s s e cti o n w a s p e rf o r
-

m e d u n d e r a m i c r o s c o p e t o a v oid c o n t a m in a ti o n b y

n o n c a n c e r o u s c ells a n d s t r o m al c ells a n d t o o b t ai n

p 5 3 o v e r- e x p r e s si o n a r e a s i n c a s e s w ith a p 5 3 n e st e d

p a tt e r n . M o r e t h a n 1 00 c ells
,
w hi c h c o n si st ed of a t

l e a s t 50 % c a r ci n o m a c ell s , w e r e a p p lie d t o D N A

e x t r a c ti o n u si n g a D N A is ol at o r P S k it ( W a k o ,

O s a k a
, J a p a n) f oll o w i n g th e m a n uf a ct u r e r

'

s p r o t o c ol .

E x t r a c t e d D N A w a s h ally dis s ol v ed i n 3 0 FLl of

st e rile w a t e r .

P ol y m e r a s e c h ain r e a c ti o n ( P C R )

F o u r f r a g m e n t s of t h e p 5 3 g e n e , e x o n 5 ( c o d o n s 12 6-

1 86)
,
e x o n 6 ( c o d o n s 18 7-2 2 4) , e x o n 7 ( c o d o n s 22 5-

2 61) , a n d e x o n 8 ( c o d o n s 2 62 -30 6) , w e r e a m p li丘e d b y

n e st ed P C R u si n g t w o s e t s of p ri m e r s f o r e a ch e x o n

a s d e s c rib e d p r e vi o u sl y
1 6)

. A s e c o n d s e t of P C R r e a c -

ti o n s w a s p e rf o r m e d u si n g o n e p ri m e r b i oti n yl a t ed a t

t h e 5
'

e n d ( T a k a r a S h u z o C o . , L t d . , O t s u , J a p a n .) . I n

e a c h P C R r u n
,
s a m p le s w it h o u t D N A a n d h u m a n

p l a c e n t al D N A ( O n c o g e n e S ci e n c e , U ni o n d ale , N Y ,

U S A) w e r e u s e d a s n e g a tiv e a n d p o sitiv e c o n t r o ls ,

r e s p e cti v ely . T h e p r o d u c t s of t h e s e c o n d P C R r e a c-

ti o n w e r e p u ri丘e d u sin g a M e r m aid K it (B i o 1 01 , L a

J oll a , C A) o r p r e cip it a t ed w it h e th a n ol a n d p u ri丘e d

u s in g a S U P R E C
- 01 ( T a k a r a) , a n d di s s olv e d i n 50 /J l

di stille d w a t e r .



D i r e c t s e q u e n c l n g

A ll p r o d u ct s of t h e s e c o n d P C R r e a cti o n w e r e s e q u e n -

c e d di r e ctly , u s l n g a n A u t o L o a d S olid P h a s e s e q u e n c
-

i n g kit (P h al m a ci a Bi ot e c h
,
U p p s al a , S w ed e n) a n d a n

a ut o m at e d l a s e r fl u o r e s c e n t s e q u e n c e r ( A . L . F . D N A

S e q u e n c e r II; P h al m a ci a) . T h e s a m e oli g o n u cle o tid e s

a t t h e i n n e r P C R p ri m e r s w e r e l a b el ed fl u o r e s c e n tl y

a t th eir 5
'

e n d s ( T a k a r a) . F o r c o n 丘r m a ti o n o f th e

r e s ult s
,
all s a m p le s w e r e a n aly z e d a t l e a st t w i c e , i n

s e n s e a n d a n tis e n s e dir e c ti o n s .

R E S tJ L T S

C li n ic al b a c k g r o u n d

P a ti e n t s w it h G B C s w ith A J P B D w e r e si g n i丘c a n tly

y o u n g e r th a n t h o s e wi th o u t A J P B D ( M a n n ･ W hit n e y
'

s

U t e st) . T h e m ale : f e m ale r ati o of G B C -

p a tie n t s

w ith o u t A J P B D w a s hi g h e r th a n th o s e w it h A J P B D

(t r e n d b y F is h e r
'

s e x a c t t e st) ( T a b le 1) .

D N A a n al y si s

P 5 3 m u t a ti o n s w e r e f o u n d i n 4 7
0

/. of G B C s wi th

A J P B D a n d 50 % of G B C s w ith o u t A J P B D . A ll

m u t ati o n s w e r e si n gl e b a s e p air s u b stit u ti o n s ( T a bl e

2) . T h e m u t a ti o n s w e r e f o u n d t h r o u g h o u t e x o n s 5 t o

8 i n G B C s w it h a n d w it h o ut A J P B D . N o s p e ci丘c

m u t ati o n al h ot s p ot w a s f o u n d i n eith e r g r o u p . A ll of

t h e G B C s w ith A J P B D sh o w e d t r a n siti o n t y p e m u t a -

ti o n s al o n e . H o w e v e r
,
G B C s w it h o u t A J P B D

r e v e al ed 6 9 % w ith t r a n siti o n t y p e a n d 31 % w ith

t r a n s v e r si o n t y p e m u t ati o n s . G : C t o A : T t r a n siti o n

t y p e m u t a ti o n s w e r e f o u n d i n all of t h e G B C s w ith

A J P B D a n d i n 39 % of G B C s w ith o u t A J P B D . A

m u t ati o n a t th e C p G di n u cl e otid e w a s d et e c t ed in

t h r e e c a s e s w it h A J P B D (2 7 %) , b u t n o t in a n y of t h e

G B C s w ith o u t A J P B D . I n c a s e W 9
,
th r e e b a s e p air

s u b s tit u ti o n s w e r e d e t e ct e d at e x o n 7 a n d e x o n 8 (F ig

1) . T h e b a s e s u b s tit u ti o n s of t w o c a s e s ( W l a n d W 2)

a n d o n e of t h e s u b stit u ti o n s i n c a s e W 9 w e r e m u t a-

ti o n s w it h o u t a m i n o a cid s u b s tit u ti o n ( sil e n t m u t a
-

ti o n) . A ll of t h e ot h e r b a s e s u b s tit u ti o n s of G B C s w ith

a n d w ith o u t A J P B D w e r e m is s e n s e m u t a ti o n s .

I m m u n o h ist o c h e m i s t r y

l m m u n oh ist o c h e m i c all y , t h e f r e q u e n c y of p 53 p r o t ein

o v e r - e x p r e s si o n did n o t si g n ifi c a n tly diff e r b e t w e e n

G B C s w ith A J P B D (5 2 .9 % ) a n d G B C s w ith o u t

A J P B D (7 7 .3 % ) (T a bl e 1) . O u t o f l l p 53- o v e r e x p r e s s -

i n g c a s e s of G B C s w ith A J P B D , 6 c a s e s s h o w ed

m i s s e n s e m u t a ti o n s
,
3 c a s e s s h o w e d sil e n t m u t ati o n s

P 5 3 M u t a ti o n i n G a ll bl a d d e r C a r ci n o m a w ith A J P B D 8 5

( o n e c a s e h a d m is s e n s e m u t a ti o n s i n o t h e r a r e a s) , a n d

5 c a s e s sh o w e d n o m u t a ti o n s i n th e e x o n s 5 - 8 ( T a b le

2) ･ T w o of si x p 5 3- n o n o v e r e x p r e s si n g G B C s w it h

A J P B D h a d m i s s e n s e m u t a ti o n s
,
a n d th e r e m ai ni n g 4

did n o t s h o w m u t a ti o n s i n e x o n s 5 - 8 . I n G B C s

w ith o ut A J P B D , t h e r e w e r e 1 7 p 5 3- o v e r e x p r e s si n g
c a s e s . T e n of t h e s e e x hibit e d m i s s e n s e m u t a ti o n s

,
b u t

n o m u t ati o n s w e r e i n th e r e m ai ni n g 7 ( T ab l e 2) . O f

t h e 5 p 53- n o n o v e r e x p r e s sin g c a s e s , o n e r e v e al e d

m i s s e n s e m u t a ti o n s
,
b u t th e r e m a l n l n g 4 d id n o t

r e v e al a n y m u t a ti o n s .

D I S C tJ S S I O N

A J P B D is t h o u g h t t o b e a hig h ris k f a ct o r f o r G B C i n

J a p a n
l )

. F u r th e r m o r e
,
G B C s w it h A J P B D a n d G B C s

w it h o u t A J P B D a r e e a c h r e p o rt e d t o a ris e f r o m

di ff e r e n t b a c k g r o u n d

S p e ci丘c ally , m o r e th a n

A J P B D o rig i n a t e f r o m

a n d G B C s w ith A J P B D

n o n -

n e o p l a s ti c m u c o s a .

h alf of all G B C s w ith o u t

m et a pl a sti c m u c o s a
2 1

,
2 2

,
2 3)

m ai n l y a ris e f r o m h y p e r-

p l a si a of th e n a ti v e g a llbl a d d e r e pit h eli u m
4
,
5 )

. T h e

p r olif e r a ti v e a cti vit y of n o n - n e o p l a stic m u c o s a i s

n o t ed t o b e hig h e r i n h y p e r pl a stic m u c o s a of th e

g allbl a d d e r w ith A J P B D th a n i n t h e g allbl a d d e r

m u c o s a w ith o u t A J P B D
9
･
1 0)

. T h e s e r e s ult s s u g g e s t

th at G B C s w ith A J P B D p r o b a bl y o ri g in a t e f r o m

h y p e r p l a s tic e p it h eliu m of t h e n a ti v e e p it h eliu m .

T h e s e h y p e r p l a s ti c c h a n g e s w it h i n c r e a s e d c ell ul a r

k in etic s m a y pl a y a n i m p o rt a n t r o le i n t h e c a r -

ci n o g e n e sis of th e g allb l a d d e r w ith A J P B D .

A J P B D c a u s e s a f r e e r ea u x of p a n c r e a tic j ui c e i n t o

th e bili a r y t r a ct w ith a s u b s e q u e n t m i x t u r e of p a n c r e
-

a ti c j uic e a n d bil e t h a t p r o d u c e s s u b s t a n c e s h a z a r d ･

o u s t o t h e g allbl a d d e r e p ith eli u m . H o w e v e r
,
s p e ci丘c

m u t a g e n s i n G B C s w it h a n d w ith o u t A J P B D h a v e y et

t o b e d e t e r m in e d . P a n c r e ati c e n z y m e s ( e .g .
, p h o s-

p h olip a s e A 2 , el a s t a s e 1 , a n d t r y p si n) a n d s e c o n d a r y

b ile a cid s
,
w hi ch a r e el e v a t e d i n th e bil e of th e bili a r y

d u ct a rid g allbl a d d e r a n d i nj u ri o us t o t h ei r e p ith eli al

c ells
,
a r e a c ti v at e d u n d e 工 A J P B D c o n diti o n s

2 4 , 2 5)

S hi m a d a et al . 2 3) in di c a t e d t h a t th e c o n c e n t r a ti o n of

ly s o p h o s p h a tid yl c h oli n e (L P C) i n t h e b il e w a s m u c h

h ig h e r i n t h e p r e s e n c e of A J P B D . L P C
,
w hi c h h a s a

c y t o t o x i c eff e c t o n e p it h eli al c ell s , w a s p r o d u c e d b y

p h o s p h oli p a s e A 2 i n r e且u x i n g p a n c r e a s j ui c e .

S u g iy a m a et al .
2 5) r e p o rt e d t h a t ly s ol e cit hin in t h e

p h o s p b oli pid , w hi c h is p r o d u c ed fr o m l e cithi n b y

a c ti v a t e d p h o s p h oli p a s e A 2 i n r eflu x i n g p a n c r e a s

j u ic e , w a s s l g n ific a n tly el e v a t ed i n th e p r e s e n c e o f

A J P B D .
T h e s e p r e v i o u sly p u blis h e d st u di e s h a v e n ot

cl a ri丘e d th e m e c h a ni s m of g e n e tic alt e r a ti o n s u n d e r

t h e s e h a z a rd o u s s u b s t a n c e s . T h e r e a r e
,
h o w e v e r

,
a
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T a bl e 2 . p 5 3 m u t a ti o n i n e x o n 5 - 8 i n a d e n o c a r ci n o m a s o f g a llb l a dd e r w it h A J P B D a n d w i th o u t A J P B D

A g e S e x
t

”

yt
s

e

t

i D e p th
b

｡ v e

P

r

5

e

3

x ｡ .

c o d o n , E x o n B a s e c h a n g e A - i n ° a ci d a t C p G sit e

G B C w it h A J P B D

W I

W 2

W 3

W 4

W 5

W 6

W 7

W 8

W 9

W I O

W l l

W 1 2

W 1 3

W 1 4

W 1 5

W 1 6

W 1 7

G B C w it h o u t A J P B D

W O I

W O 2

W O 3

W O 4

W O 5

W O 6

W O 7

W O 8

w o g

W O I O

W o lユ

W O 1 2

W O 1 3

W O 1 4

W O 1 5

W O 1 6

W O 1 7

W O 1 8

W O 1 9

W O 2 0

W O 2 1

W O 2 2

5 7 F w eュ s s

6 3 M p a p s s

5 7 F w el m

6 7 F p a p- w e l s s

5 7 F

7 3 F

4 6 F

6 8 F

4 5 F

3 8

6 4

7 4

7 5

4 9

6 2

6 0

5 7

7 4

7 6

7 8

7 0

7 6

7 1

7 0

7 9

6 9

5 8

F

F

F

M

F

F

F

F

F

F

F

F

F

M

M

F

M

F

7 9 F

6 1 M

6 0 F

8 0 M

5 3 M

7 6 F

7 1 F

4 9 F

6 2 M

6 2 F

6 6 F

7 1 F

p a p , w el

w el

m o d

p a p , w el

p a p , w eュ

p a p

w el

p a p
-

w el

w el

p a p- w el

w el

w el

p a p- w el

w e l

w e l

m o d

S S

S S

S S

S S

S S

m p

m

S S

S S

S S

m

m

S S

S S

S S

S S

w eュ m

p O r S S

m o d s s

w e l s s

p O r S S

m o d s s

m o d s s

W e

W e

p a p

p a p

w eュ

p O r

p a p

p a p

p O r

p a p

p a p

w e l

S S

S S

S S

S S

D i ff u s e

D i ff u s e

D iff u s e

D iff u s e

D i ff u s e

D iff u s e

D iff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

N e st e d

N e st e d

N e g a ti v e

N e g a ti v e

N e g a ti v e

N e g a ti v e

N e g a ti v e

N e g a ti v e

D iff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

pi ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

D i ff u s e

s s D i ff u s e

s s D i ff u s e

m D i ff u s e

s s S c a tt e r e d

s s N e g a ti v e

s s N e g a ti v e

s s N e g a ti v e

s s N e g a ti v e

1 3 8(5)

2 9 4(8)

1 7 5( 5)

2 7 3( 8)

2 7 9( 8)

1 7 3( 5)

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

2 4 4( 7)

2 7 2( 8)

2 9 9( 8)

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

2 5 8( 7)

2 0 8( 6)

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

1 3 2(5)

1 6 3(6)

1 4 0(5)

1 6 6(5)

2 7 6(8)

2 8 0(8)

2 8 0(8)

2 3 8(7)

2 7 1(8)

2 3 1(7)

1 6 0(5)

2 2 0(6)

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

2 0 5(6)

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

N o m u t a ti o n

G C C t o G C T

G A G t o G A A

C G C t o C A C

C G T t o T G T

G G G t o A G G

G T G t o A T G

G G G t o A G C

G T G t o A T G

C T G t o C T A

G A A t o A A A

G A C t o A Åc

A A G t o G A G

C A T t o A A T

A C C t o A T C

T C A t o A C A

G C C t o C C C

A G A t o A A A

A G A t o A A A

T G T t o C G T

G A G t o A A G

A C C t o A T C

A T G t o G T G

T A T t o A A T

T A T t o T G T

A l a t o A l a

Gl u t o G l u

A r g t o H i s ＋

A r g t o C y s ＋

G l y t o A r g

V a l t o M e t

G l y t o S e r

V a l t o M e t

L e u t o L e u

G l u t o L y s

A sp t o A s n

L y s t o Gl u

H i s t o A s n

T h r t o ll e

S e r t o T h r

A l a t o P r o

A r g t o L y s

A r g t o L y s

C y s t o A r g

G l u t o L y s

T h r t o ll e

M e t t o V a l

T y r t o A s n

T y r t o C y s

a
: H i st .

,
h i st ol o g l C al ; p a p , p a pill a r y a d e n o c a r ci n o m a ; w el , w e ll

- d i ff e r e n ti a t e d a d e n o c ar c i n o m a ; m o d , m o d e r a t el y

d i ff e r e n ti a t e d a d e n o c a r c i n o m a ; p o r , p o o rl y di ff e r e n ti a t e d .

b

: m
,
m u c o s a ; m p , t u m o r in v a si o n .
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A 功 C C C a C

F i g ･ 1 ･ E l e c t r o p h o r e t o g r a m s o f t u m o r s e q u e n c l n g . M u l -

ti p l e di ff e r e n t p 5 3 a lt e r a ti o n s o c c u r wi th i n th e s a m e

d o m a i n o f c a s e W 9 . A m i s s e n s e m u t a ti o n i s d e t e c t e d a t

c o d o n 2 4 4 ( A ) a n d 2 7 2 ( B) . A sil e n t m u t a ti o n i s d e t e c t e d a t

c o d o n 2 9 9 ( C ) .

f e w r e p o r t s of a c a s e of G B C w it h A J P B D th a t h a d

hig h le v els of b ile i n t e rl e u ki n -6 aft e r bili a r y d r ai n -

a g e
2 6)
a n d t h a t i n t e rl e u k i n -6 sig n ali n g a c ti v a t e d t h e

f a s g e n e
2 7)

.

T h e m u t ati o n of K - f as c o d o n 1 2 w a s f o u n d hi gh e r
i n th e m aj o rit y of G B C s w it h A J P B D th a n in G B C s

w it h o u t A J P B D
8)

. A s p e ci丘c p oi n t m u t ati o n of G G T

t o C A T t r a n siti o n w a s f r e q u e n tl y o b s e r v e d i n c o d o n

1 2 a n d 13 of K - f a s i n g allb l a d d e r m u c o s a w ith

A J P B D
2 8)

. T h e s e o b s e r v ati o n s s u g g e st t h a t s o m e

e n d o g e n o u s m u t a g e nic s u b s t a n c e s i n d u c e d b y t h e

m i x l n g Of b il e a n d p a n c r e ati c j u i c e m a y c o n t rib u t e t o

s p e ci丘c K - fa s m u t a ti o n s . W is t u b a e t al .
2 9)
r e p o r t ed

P 5 3 M u t a ti o n i n G allb l a d d e r C a r ci n o m a w ith A J P B D 8 7

th a t r as p oi n t m u t ati o n s w e r e a r a r e a n d l a t e e v e n t i n

G B C
, p r ob a bl y r el a t e d t o t u m o r p r o g r e s si o n . T h e r e

m ig h t b e a n ot h e r p at h w a y of c a r ci n o g e n e sis i n th e

g allbl a d d e r w ith A J P B D s u c h a s vi a h y p e r p l a s ti c

m u c o s a w ith K - r as m u t a ti o n s .

I n o u r p r e s e n t s t u d y , G B C s w it h A J P B D a n d G B C s

w it h o u t A J P B D r e v e ale d 65 0/. a n d 7 7 % p 5 3 p r ot ein
o v er -

e x p r e s si o n a n d 4 7 % a n d 50 % p 53 m u t ati o n s
,

r e s p e cti v el y ･ T h e r e w e r e n o t a n y s t a ti sti c a ll y
si g nifi c a n t di ff e r e n c e s b et w e e n t h e t w o g r o u p s .

Ⅲa n a d a et al l r e p o rt e d si m il a r d a t a w ith 4 (6 7 %) a n d
3 (50

0

/.) of 6 S t a g e I G B C s w it h A J P B D th a t h a d p 5 3

p r o t ei n o v e r - e x p r e s si o n a n d p 5 3 m u t ati o n s , r e s p e c
-

ti v ely
1 7)

･ M at u b a r a e t al . r e p o rt e d t h a t p 5 3 m ut a ti o n s

w e r e f o u n d i n 4 (80 %) of 5 bili a r y c a r ci n o m a s a n d i n

1 0 (39 % ) of 29 n o n c a n c e r o u s bili a r y le si o n s a s s o ci a t e d

w ith A J P B D
1 8)

･ T h e s e r e s u lt s s u g g e st th a t p 5 3 m u t a -

ti o n s m a y c o n t rib u t e t o t h e e a rl y s t a g e o f c a r -

ci n o g e n e sis i n t h e g allbl a d d e r m u c o s a w it h A J P B D

a n d w it h o ut A J P B D .

T his p r e s e n t s t u d y s h o w e d a l o w c o n c o r d a n c e

(5l ･3 0/. , 2 0/ 3 9) b e t w e e n p 53 p r o t e in o v e r e x p r e s si o n
a n d p 5 3 m u t a ti o n s . I n p 5 3- o v er e x p r e s si n g c a s e s , t h e

c o n c o r d a n c e w a s 50 .0 % (14/2 8 , c o r r e s p o n din g t o

a ct u al a m i n o a cid s u b stit u ti o n s) a n d t h e dis c o r d a n c e

w a s 50 ･0 % (1 4/2 8 , c o r r e s p o n di n g t o a ct u al a m i n o a cid

s u b stit u ti o n s) a n d t h e dis c o r d a n c e w a s 50 .0 % (14/2 8) ,
w hil e i n p 5 3- n o n o v e r e x p r e s si n g c a s e s it w a s 72 .7 %

(8/l l) a n d 2 7 .3 % (3/l l) , r e s p e c ti v ely ( T a bl e 2) . T w o
c a s es of G B C s w ith A J P B D i n di s c o rd a n c e b e t w e e n

p 5 3 o v e r - e x p r e s si o n a n d sil e n t m u t a ti o n s a n d 7 c a s e s

i n dis c o r d a n c e b et w e e n p 5 3 o v e r - e x p r e s si o n a n d n o

m u t a ti o n s m a y h a v e o t h e r m i s s e n s e m u t a ti o n s a t

ot h e r e x o n s o r diff e r e n t p a th w a y s th a t c a u s e t h e

a c c u m ul a ti o n of p 5 3 p r o t ei n s in m u cl ei
3 2

,
3 3)

I T h r e e p 5 3

- n o n o v e r e x p r e s si n g c a s e s b e a ri n g m i s s e n s e m u t a -

ti o n s m a y b e e x pl ai n e d b y t h e d e g e n e r ati o n of t h e p 5 3

p r ot ei n s e c o n d a r y t o ir rit a ti o n f r o m bil e o r b y t h e

f o r m a ti o n of s e v e r ely t r u n c a t e d p 5 3 p r ot ein s t r u c -

t u r e s t h a t w e r e n o n -

r e a c ti v e w ith t h e a n tib o d y

u s e d
3 4)

.

T h e p 5 3 m u t a ti o n al s p e ct r u m i n h u m a n m ali g n a n t

t u m o r s is e x p e c t ed t o p r o v id e i nf o r m ati o n a b o u t

e n d o g e n o u s a n d e x o g e n o u s m u t a g e n s b e c a u s e t h e s e

m u t a g e n s l e a d t o s p e ci丘c k i n d s of b a s e s u b stit u ti o n s

a t p r o p e r sit e s
1 4)

. T h e r e p r e s e n t a ti v e f e a t u r e s of th e

P 5 3 m u t a ti o n s d u e t o e n d o g e n o u s b i ol o g i c a l p r o c e s -

s e s a r e t r a n siti o n s at t h e C p G di n u cl e otid e a s f o u n d i n

c ol o n c a n c e r a n d b r ai n t u m o r s . G t o T t r a n s v e r si o n s

a r e th e m o st fr e q u e n t s u b s tit u ti o n s ob s e r v ed i n c a n -

c e r s of th e lu n g , b r e a st , e s o p h a g u s a n d li v e r
,
a n d a r e

m o r e lik ely t o b e d u e t o e x o g e n o u s c a r ci n o g e n s t h at

i nj u r e D N A
3 5)

.

T h e r e a r e r e p o r t s o n th e f r e q u e n c y of t r a n siti o n ,
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T a b l e 3 . B a s e c h a n g e s p e c t r u m o f p 5 3 w
it h i n a d e n o c a r c i n o m a s o f g a ll b l a d d e r

% o f p 5 3 % o f

m u t a ti o n t r a n si ti o n

a t C p G si t e

% o f % o f

t r a n s v e r si o n d eletio n/i ns e rti o n

G B C w it h A J P B D

P r e s e n t s t u d y , J a p a n e s e s p e c i m e n s ( 1 7)

G B C w it h o u t A J P B D ;

T a k a gi e t a l; J a p a n e s e s p e ci m e n s ( 1 6)
3 5)

y o k o y a m a e t a l . J a p a n e s e s p e ci m e n s (2 2)
1 6)

F ujii e t a l . J a p a n e s e s p e ci m e n s ( 2 3)
1 5)

H a n a d a e t a l ; J a p a n e s e s p e c i m e n s (3 2)
3 0)

fl a t t yp e (1 6)

p o l y p o i d t y p e ( 1 6)

G B C (? w i th o r w it h u o t A J P B D )

4 7(8) 1 0 0( 8) 2 7( 3)

3 1( 5)

5 0( l l)

7 0( 1 6)

3 4(l l)

4 4(7)

2 5(4)

J o n a s e t a l ; G e r m a n sp e c i m e n s (7)
3 6) 2 9(2)

y o k o y a m a e t a l . C h il e a n s p e c i m e n s (2 0)
1 6)

5 5(l l)

6 0

6 9

5 0

2 7

2 9

2 5

3

9

8

3

2

1

1 0 0( 2)

1 0 0( l l)

0

0

6(1)

9(1)

1 4( 1)

0

0

3 3( 4)

2 0(1)

3 1(4)

6 9(l l)

9 1(1 0)

8 6( 6)

1 0 0( 4)

0

0

2 0(1)

0

0

0

0

0

0

0

( ) : N u m b e r o f c a s e s a n a l y z e d .

a

Fi g . 2 .
D i ff u s e p 5 3- st ai n in g p a tt e r n i n G C w it h A J P B D ( W 9) ･ a ･ H & E st a i n i n g , a n d b ･ i m m u n o s t a i ni n g o f p 5 3

p r o t ei n ( ×4 0 0) .

C p G sit e t r a n siti o n , a n d t r a n s v e r si o n of G B C s w it h
-

o ut A J P B D . I n t h e s e r e p o rt s , t r a n siti o n s w e r e f o u n d

i n 27 - 6 9 % o f G B C s , w it h 0
- 9 % a risin g a t t h e C p G

d in u cl e o tid e
,
a n d t r a n s v e r si o n s w e r e f o u n d i n 2 0 -

9 1 % of G B C s (T a bl e 3) . H o w e v e r
,
o n e of o u r p r e vi o u s

p a p e r s o n 2 0 C hil e a n G B C s s h o w e d a v e r y diff e r e n t

r e s u lt . A ll of t h e p 53 m u t a ti o n s d et e ct e d w e r e t r a n si
-

ti o n s w ith 33 % a risin g a t C p G di n u cl e o tid e . U n f o rt u
-

n a t ely , w e c o u ld n o t c o n 丘r m w h e th er o r n o t t h e s e

c a s e s w e r e a s s o ci a t ed w it h A J P B D .

I n t h e p r e s e n t s t u d y , all m u t a ti o n al s p e c t r a of

G B C s w it h A J P B D w e r e t r a n siti o n s a t t h e G : C p ai r .

I n c o n t r a st
,
m u t a ti o n s of G B C s w it h o u t A J P B D c o m -

b

p ri s e d t r a n siti o n s a t t h e G : C p air i n 38 ･5 % a n d

t r a n s v e r si o n s i n 3 0 .8 % . A lt h o u g h t h e p r e s e n t s e ri e s

w a s r el ati v ely s m all , th e m u t a ti o n al s p e c t r u m of

G B C s w it h A J P B D w a s u ni q u e w ith v e r y f r e q u e n t

t r a n siti o n s a n d m u t a ti o n s a t G : C p air s . F u rth e r m o r e ,

t h r e e G : C t o A : T t r a n siti o n s a t t h e C p G sit e w e r e

l o c a t ed i n c o d o n s 1 75
,
2 4 4 a n d 2 7 3 . It i s r e p o rt ed t h a t

G : C t o A : T t r a n siti o n s a t t h e C p G sit e w e r e t h e

m o s t f r e q u e n t s u b stit u ti o n s o b s e r v e d i n c ol o r e c t al

c a n c e r a n d b r ain t u m o r s
1 4)

. M u t ati o n al h o t s p o t s of

t r a n siti o n a t C p G sit e s i n c o d o n s 17 5 , 2 4 5 , 24 8 , 2 73 a n d

2 82 a r e t h o u gh t t o r efl e c t e n d o g e n o u s m u t a ti o n s

c a u s ed b y s p o n t a n e o u s d e a m in a ti o n of 5- m et y ト



c y t o si n e
3 5)

･ I n t his st u d y , all m u t a ti o n s a t th e C p G sit e
w e r e l o c a t e d a t t h e a b o v e d e s c rib e d h o t s p o t o r

a dj a c e n t t o it . T h e l o w e r in cid e n c e o f m u t a ti o n s a t
t h e C p G sit e i n G B C s w it h A J P B D i n c o m p a ris o n t o
t h a t i n c ol o r e c t al c a n c e r s a n d b r ai n t u m o r s m a y b e

e x p l ain ed b y th e i n fl u e n c e of ot h e r m u t a g e n s . T h e

P 5 3 m u t ati o n s of C h il e a n G B C s s h o w e d t h e s a m e

b a s e - c h a n g e s p e c t r a a s s e e n w it h G B C s w ith A J P B D
i n t hi s st u d y

1 6'
･ It is s p e c u l at e d th a t t h e s a m e bi ol o gi

-

c al t r a n sf o r m a ti o n p r o c e s s of ♪5 3 e xi st s b et w e e n

J a p a n es e G B C s w it h A J P B D a n d C h il e a n G B C s .
T h e r ef o r e

,
a s a f u t u r e st e p t o e x p a n d t hi s p r e m i s e ,

C h ile a n p a ti e n t s w ith G B C s sh o uld b e e x a m i n e d f o r

w h eth e r o r n o t A J P B D is a n a s s o ci at e d t r a n sf o r m a _

ti o n f a ct o r .

I n c o n cl u si o n
,
diff e r e n t t y p e s of m u t a g e n e sis of ♪㍊

m a y e x i st b et w e e n G B C s w it h a n d w ith o u t A J P B D .

F u r th e r m o r e
,
t h e r e m u st alt e r n a ti v e g e n e ti c

s e q u e n c e s i n th e t u m o r p r o g r e s si o n of G B C s w ith a n d

w it h o u t A J P B D b e c a u s e of t h e diff e r e n c e s i n his _

t o g e n e si s , in cid e n c e of K - r a s m u t a ti o n s
,
a n d p 5 3

m u t a ti o n p a t t e r n s i n g allbl a d d e r c a r ci n o m a .

R E F E R E N C E S

1) K i m u l a K
,
O h t o M

,
S ai s h o H

,
U n o z a w a T

,
T u c hi y a

Y
,
M o rit a M

,
E b a r a M

,
M a t s u t a n i S

,
O k u d a K :

A s s o ci a ti o n o f g a llbl a d d e r c a r ci n o m a a n d a n o m a _

1 o u s p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t a l u n i o n . G a st y10 e n t e r _

o l o g y 8 9 : 1 2 5 8- 1 2 6 5 , 1 9 8 5 .

2) Y a m a u c h i S
,
K o g a A , M a t u m o t o S , T a n a k a M

,

N a k a y a m a F : A n o m a l o u s j u n c ti o n o f p a n
-

c r e a ti c o b ili a r y d u c t w ith o u t c o n g e n it al c h o l e d o c h a l

c y st : a p o s si bl e ri s k f a c t o r f o r g a ll b l a d d e r c a n c e r .

A m I G a st r o e n t e 710 1 8 2 : 2 0- 2 4 , 1 9 8 7 .

3) K i n o s hi t a H
,
N a g a t a E , H i r o h a s h i K , S a k a i K

,

K o b a y a s h i Y : C a r c i n o m a o f t h e g a llb l a d d e r w ith a n

a n o m a l o u s c o n e cti o n b e t w e e n t h e c h o l e d o c h u s a n d

t h e p a n c r e a ti c d u c t ･ C a n c e r : 7 6 2- 7 6 9 , 1 9 8 4 .

4 ) Y a m a m o t o M
,
N a k aj o S , T a n i y a m a K , S h i m a n o F ,

M i y o s h i N , H a y a sh i Y , A k i y a m a H , N a k a i S :

M u c o s a l c h a n g e

u n i o n w i th t h e

P a th o I R e s P 71a Ct

5) T o k i w a K , I w a i

o f th e g a llbl a d d e r i n a n o m a l o u s

p a n c r e a ti c o
-b ili a r y d u c t s y s t e m .

1 8 7 : 2 4 1- 3 4 6 , 1 9 9 1 .

N : E a rly m u c o s a l c h a n g e s o f t h e

g a llb l a d d e r i n p a ti e n t s w it h a n o m a l o u s a r r a n g e m e n t

o f t h e p a n c r e a ti c o bili a r y d u c t ･ G a st r o e n t e y10 l o g y 1 1 0 :
1 6 1 4- 1 6 1 8 , 1 9 9 6 .

6 ) S a s a ki K
,
K u n it o m o K

,
Y a gi K , M a s a m u n e K

,
K o m i

N
･
T a s h i r o S : A n a l y si s o f cI K i - f a s o n c o g e n e a n d p 5 3

i m m u n o c y t o c h e m i st r y i n t h e g a llb l a d d e r m u c o s a o f

a n e x p e ri m e n t a l d o g m o d e l o f a n o m a l o u s a r r a n g e -

m e n t o f th e p a n c r e a ti c o bili a r y d u c t s . T o k u s h i m a I
E xp M e d 4 3 : 1 0 11 1 0 6 , 1 9 9 6 .

7) K a n e k o K
,
A n d o H

,
It o T

,
K a s ai K

,
W a t a n a b e Y

,

♪∬ M u t a ti o n i n G allb l a d d e r C a r ci n o m a w ith A J P B D 8 9

S e o T : I n c r e a s e d c ell p o li f e r a ti o n a n d t r a n s f o r m i n g
g r o w t h f a c t o r

-

α ( T G F α) i n t h e g a lレb l a d d e r e pit b -

eli u m o f p a ti e n t s w it h p a n c r e a ti c o b ili a r y m a lj u n c -

ti o n ･ P a th o I I n t 4 6 : 2 5 31 2 6 0 , 1 9 9 6 .
8) H a n a d a K , It o h M

,
F ujii K

,
T s u c hi d a A

,
H i r a t a M

,

I s hi m a r u S
,
I w a o T

,
E g u c h i N , K aji y a m a G : P a th o l _

o g y a n d c ell u l a r k i n e ti c s o f g all b l a d d e r w it h a n

a n o m a l o u s j u n c ti o n o f t h e p a n c r e a ti c o b ili a r y d u ct .
A m I G a st 710 e n t e r O 1 9 1 : 1 0 0 7- 1 0 1 1 , 1 9 9 6 .

9) Y a n g Y ･ F ujii ll , M a t s u m o t o Y
,
S u z u i K

,
K a w a o i A

,

S u d a K : C a r ci n o m a o f t h e g allb l a d d e r a n d a n o m a -

1 o u s a r r a n g e m e n t o f t h e p a n c r e a ti c o bili a r y d u c t a l
s y st e m : c e ll k i n e ti c st u di e s o f g a ll b a ld d e r e pi th e li a l
c ell s I I G a st r o e n t e 710 1 3 2 : 8 0 11 8 0 7 , 1 9 9 7 .

1 0 ) T a n n o S
,
O b a r a T

,
F ujii T , M i z u k a m i Y , S h u d o R

,

N i s h i n o N
,
U r a H

,
K l e i n - S z a n t o A

,
K o h g o Y :

P r o li f e r a ti v e p o t e n ti a l a n d K 17 71 S m u t a ti o n i n e pi th -

eli a l h y p e r p l a si a o f t h e g a ll b l a d d e r i n p a ti e n t s w i th

a n o m a l o u s p a n c r e a ti c o bili a r y d u c t a l u n i o n . C a n c e r
8 3 : 2 6 7- 2 7 5 , 1 9 9 8 .

l l) F ujii H , Y a n g Y , T a n g R , K u n i t o m o K
,
It a k u r a J ,

M o g a k i M , M a t u d a M ,
S u d a I(

,
K o b i k a w a B

,

M a t u m o t o Y : E p it h eli al c e ll p r o li f e r a ti o n a c ti v it y o f

t h e b ili a r y d u ct a l sy st e m w it h c o n g e n it al b ili a r y
m a lf o r m a ti o n s ･ I L [ ep a t o b ili a 7y P a n c r e a t S u 7 g 6 :
2 9 4- 3 0 2 , 1 9 9 9 .

1 2) M a t u b a r a T
,
S a k u r ai Y

,
S a s a y a m a Y , H o ri H ,

O c hi a i M
,
F u n a bi k i T

,
M a t s u m o t o K

,
H i r o n o I :

K -

yla S p o i n t m u t a ti o n s i n c a n c e r o u s a n d n o n c a n c e r _

o u s b ili a r y e pit h eli u m i n p a ti e n t s w i th p a n
-

c r e a ti c o bili a r y m a lj u n c ti o n . C a n c e r 7 7 : 1 7 5 21 1 7 5 7 ,
1 9 9 6 .

1 3) H i d a k a E
,
Y a n a gi s a w a A

,
S e k i M

,
T a k a n o K

,

S et o g u c h i T
,
K a t o Y : H i gh f r e q u e n c y o f K -

71a S

m u t a ti o n s i n b ili a ry d u c t c a r ci n o m a s o f c a s e s w ith a

l o n g c o m m o n c h a n n el i n t h e p a p ill a o f V a t e r . C a n -
c e r R e s 6 0 : 5 2 21 5 2 4 , 2 0 0 0 .

1 4) G r e e n b l a tt M S
,
B e n n e tt W P

,
H o ll st ei n M

,
H a r ri s

C C : M u t a ti o n s i n t h e ♪㍊ t u m o r s u p p r e s s o r g e n e :
cl u e s t o c a n c e r e ti o l o g y a n d m o l e c u l a r p a th o g e n e si s .

C a n c e r R e s 5 4 : 4 8 5 5- 4 8 7 8 , 1 9 9 4 .
1 5) F ujii K , Y o k o z a k i H , Y a s u i W ,

K u n i y a s u H , H i r a t a

M
,
K aji y a m a G

,
T a h a r a E : H igh f r e q u e n c y o f p 5 3

g e n e m u t a ti o n i n a d e n o c a r c i n o m a s o f t h e g a llbl a d -

d e r ･ C a n c e r E pi d e m i o I B i o m a y:A P 71e u 5 : 4 6 1- 4 6 6 ,
1 9 9 6 .

1 6) Y o k o y a m a N , H it o m i J , W a t a n a b e H
,
A ji o k a Y ,

P r u y a s M , S e r r a I , S h i r ai Y
,
Ⅲ a t a k e y a m a K : M u t a -

ti o n o f p 5 3 i n g a llbl a d d e r c a r c i n o m a s i n h i g h -

i n c id e n c e a r e a s o f J a p a n a n d C h il e . C a n c e r

E p i d e m i oI B i o m a 71k P r e y 7 : 2 9 7- 3 0 1 , 1 9 9 8 .

1 7) H a n a d a K , I t o h M , F ujii K , T s u c hi d a A , O o i s h i H
,

K aji y a m a G : K- 7 1a S a n d p 5 3 m u t a ti o n i n st a g e I
g a llb l a d d e r c a r ci n o m a w it h a n a n o m a l o u s j u n c ti o n

o f th e p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t . C a n c e r 7 7 : 4 5 2- 4 5 8 ,
1 9 9 6 .

1 8 ) M a t u b a r a T
,
F u n a b i k i T

, Ji n n o 0
,
S a k u r ai Y

,

H a s e g a w a S , I m a z u H , O c h i a i M : p 5 3 g e n e m u t a -

ti o n s a n d o v e r e x p r e s si o n o f p 5 3 p r o d u c t i n c a n c e r-
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o u s a n d n o n c a n c e r o u s b ili a r y e p it h e li u m i n p a ti e n t s

w it h p a n c r e a ti c o b ili a r y m a lj u n c ti o n ･ I H eP a t o b ili a 7 y

P a n c r e a t S u y g 6 : 2 8 61 2 9 3 , 1 9 9 9 1

1 9) J a p a n e s e S o ci e t y o f B ili a r y S u r g e
r y ･ G e n e r a l r u l e s

f o r s u r gi c a l a n d p a th ol o gi c a l s t u d i e s o n c a n c e r of
th e

bili a 7 y t r a ct , 3 r d e d n . T o k y o , K a n e h a r a , 1 9 9 7 ･ (i n

J a p a n e s e)

2 0) O o h a s h i Y , W a t a n a b e H , A ji o k a Y , B a t a
k e y a m a K :

p 5 3 i m m u n o s t a i n i n g di sti n g u i sh e s m ali g n a n t f r o m

b e n i g n l e si o n s o f th e g a
111 bl a d d e r ･ P a th oI I n t 4 5 : 5 8-

6 5
,
1 9 9 5 .

2 1) K o z u k a S , K u r a s hi n a M , T s u b o n e M , H a c hi s u
k a K ,

y a s u i A : Si g n i丘c a n c e o f i n t e s ti n a
l m e t a pl a si a f o r

th e e v ol u ti o n o f c a n c e r i n b ili a r y t r a c t . C a n c e
r 5 4 :

2 2 7 7- 2 2 8 5 , 1 9 8 4 .

2 2) Y a m a m o t o M , N a k aj o S , T a h a r a E : D y s p l a si a o f

t h e g a llb l a d d e r ･ I t s h i s t o g e n e si s a n d c o
r r el a ti o n t o

g a llb l a d d e r a d e n o c a r c i n o m a ･ P a t h o I R e s P 71a C t 1 8 5 :

4 5 4- 4 6 0 , 1 9 8 9 .

2 3) S h i m a d a K , Y a n a gi s a w a ∫, N a k a y a m a F : I n c r e a s e d

l y s o p h o s p h a ti d yl c h o li n e a n d p a n c r e a ti c e
n z y m e c o n-

t e n t i n b il e o f p a ti e n t s w i t h a n o m al o u s p a n
-

c r e a ti c o b ili a r y d u c t al j u n c ti o n . I I ep a t ol o gy 1 3 : 4 5 8-

4 4 4
,
1 9 9 1 .

2 4) F u n a b i k i T , S u g i u e K , M a t s u b a r a T , A m a n o
H
,

o c h i a i M : B il e a ci d s a n d b ili a r y c a r c i n o m a i n p a n-

c r e a ti c o b ili a r y m a lj u n c ti o n .
K ei o I M e d 4 0 : 1 1 8- 1 2 2 ,

1 9 9 1 .

2 5) S u gi y a m a Y , K o b o ri H , H a k a m a d a K , S e it o D ,

s a s a k i M : A lt e r e d bil e c o m p o siti o n i n t h e g a ll bl a d-

d e r a n d c o m m o n bil e d u c t o f p a ti e n t s w i th a n o m a
-

1 o u s p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t a l j u n c ti o n ･ W o rl d I

S u 7 g 2 4 : 1 7- 2 1 , 2 0 0 0 .

2 6) A k i y a m a T , H a s e g a w a T , S eji m a T , S a h a r a
H
,

K i t a b a y a s hi K , S e t o K , S a it o H , T a k a s h i m a S :

A n o m a l o u s j u n c ti o n o f t h e p a n c r e a ti c o b ili a r y d u c t

a c c o m p a n i e d b y g allbl a d d e r c a n c e r a n d o b s t r u c ti v e

j a u n di c e i n a p a ti e n t w i th h i g h s e r u m a n d b il e c yt o
-

k i n e l e v e l s . I G a st r o e n t e r o 1 3 3 : 5 9 7- 6 0 1 , 1 9 9 8 ･

2 7) B ill a d e a u D , J e li n e k D F , S h a r N , L e B i e n T W ,
N e s s

v : I n t r o d u c ti o n o f a n a c ti v a t e d N1 7 1a S O n C O g e n e

a lt e r s t h e g r o w t h c h a r a c t e ri s ti c s o
f t h e i n t e rl e u k i n

6-d e p e n d e n t m y el o m a c ell li n e A N B L 6 ･ C a n
c e r R e s

5 5 : 3 6 4 0- 3 6 4 6 , 1 9 9 5 .

2 8 ) H a n a d a K , T u c hi d a A , I w a o T , E g u c hi N , S a s a ki
T
,

M o ri n a k a K
,
M a t s u b a r a K

,
K a w a s a k i Y ･

y a m a m o t o s
,
K aji y a m a G : G e n e m u t a ti o n s o f K

-

71 a S

i n g a ll bl a d d e r m u c o s a e a n d g a ll b l a d d e r c a
r c i n o m a

w it h a n a n o m a l o u sj u n c ti o n o f th e p a n c r e a ti c o b ili a ry

d u ct . A m I G a st r o e n t e r o 1 9 4 : 1 6 3 8- 1 6 4 2 , 1 9 9 9 ･

2 9) W i st u b a II , S u g i o K , H u n g ∫, K i s h i m o t o Y , V i r m a n i

A K
,
R o a I , A l b o r e s - S a a v e d r a ∫, G a z d a r A F : A ll el e

-

s p e ci丘c m u t a ti o
n s i n v o l v e d i n th e p a t h o g e n e si s o f

e n d e m i c g a llb l a d d e r c a r ci n o m a i n C h il e ･ C a n c e r R e s

5 5 : 2 5 1 1- 2 5 1 5 , 1 9 9 5 .

3 0) H a n a d a K , I t o h M , F ujii K , T u c h i d a A , H i r a t a M ,

I w a o T , E g u c h i N , S a s a k i T , M a t u b a r a K , K ajiy a m a

G : T P 5 3 m u t a ti o n i n st a g e I g a llbl a d d e r c a r-

ci n o m a w it h s p e c i a l a tt e n ti o n t o g r o w t h p a tt e r n s ･

E u r I C a n c e r 3 3 : 1 1 3 61 1 1 4 0 , 1 9 9 7 ･

3 1) G o ri n a S , P a v l e ti c h N P : S t r u c t u r e o f p 5 3 t u m o r

s u p p r e s s o r b o u n d t o t
h e a n k y ri n a n d S H 3 d o m ai n s

o f 5 3 B P 2 . S ci e n c e 2 7 4 : 1 0 0 ト10 0 5
,
1 9 9 6 .

3 2) K u s si e P Ⅲ , G o ri n a S , M a r e c h al V , E l e n b a a s B ,

M o r e a u ∫, L e v i n e A J , P a v l eti c h N P : S t r u c t u r e o f t h e

M D M 2 o n c o p r o t ei n b o u n d t o t h e p 5 3 t u m o r s u p p r e s
-

s o r t r a n s a c ti v a ti o n d o m a i n . S ci e n c e 2 7 4
･

. 9 4 81 9 5 3 ,

1 9 9 6 .

3 3 ) L i Y , B h ui y a n M , V a it k e v i c i u s V K , S a r k a r
F H :

M o l e c u l a r a n a l y s t s O f th e p 5 3 g e
n e i n p a n c r e a ti c

a d e n o c a r c i n o m a . D i a g n M o I P a th o 1 7 : 4- 9 , 1 9 9 8 ･

3 4) H a r ri s C C : D ei c h m a n n L e c t u r e-p 5 3 t u m o r s u p p r e s-

s o r g e n e : a t th e c r o s s r o a d s
o f m o l e c u l a r c a r -

ci n o g e n e si s , m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y a n d c a n c e r ri s k

a s s e s s m e n t . T o x i c oI L ett 8 3 : 1 7 , 1 9 9 5 .

3 5) T a k a gi S , N a it o E , Y a m a n o u c h i H , O h t s u k a
H
,

K o m i n a m i R , Y a m a m o t o M : M u t a ti o n o f t h e p 5 3

g e n e i n g a llbl a d d e r c a n c e r . T o h o k u I E xp M e d 1 7 2 :

2 8 3- 2 8 9 , 1 9 9 4 .

3 6) J o n a s S , S p ri n g m e i e r G , T a u b e r R , W i e d e n m a n n B ,

G e s s n e r R
,
K li n g N , L o b e c k H , F i e g e r C , B e c h st ei n

w o
,
N e u h a u s P : p 5 3 h o t - s p o t m u t a ti o n al a n al y si s i n

a d v a n c e d w e s t e r n g all b l a d d e r c a r ci n o m a . W o rld I

S u 7 g 2 1 : 7 6 8- 7 7 2 , 1 9 9 7 .


