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Summary. BACKGROUND: No objective definition of p53

protein overexpression is found for hepatocellular car-

cmoma (HCC) in previous literature. Therefore, data on

p53 status differ among investigators. The aim of this

paper is to form an objective definition of p53 overex-

pression in HCC and assess the relationship between p53

overexpression and clinicopathological factors.

METHODS: Two p53-specific monoclonal antibodies,

PAblSOl and DOT, were used to compare p53 protein

expression in 91 HCCs and its adjacent non-neoplastic

liver tissues (91 patients), six adenomatous hyperplasias

(2 patients), and 45 non-neoplastic liver tissues without

tumor (45 patients). The p53 labeling index (LI) of each

lesion was expressed as the number of p53 positive cells

for more thaれ1,000 cells (range, 1006-1102 cells) in

areas which counted the greatest number of positive

cells in a homogeneous histological pattern.

RESULTS: Of the 136 patients, 6 patients with cirrhosis

and 4 patients with chronic active hepatitis showed

p53-positive cells in non-neoplastic hepatocytes with

DO7, but no PAblSOl positive cells were found in non-

neoplastic hepatocytes in any of the cases. DO7-p53 LI

of non-neoplastic hepatocytes in areas with p53-positive

cells was less than 1 percent (mean±SD, 0.4±0.2%).

Twenty-nine (32%) of 91 HCCs showed more than l%

p53 LI (p53 LI>1%) with either PAblSO12or DO7. The

p53LI>1%　was observed in　5% (1/20) of well

differentiated HCC, 33% (20/60) of moderately

differentiated HCC, and 72.7% (8/ll) of poorly and

undifferentiated HCC. The ratio of p53 LI>1% was

more frequent in patients with serological hepatitis B

and/or C viral markers than in patients without these

markers (P-0.003), but did not correlate with other

clinicopathological factors including tumor size, portal

invasion or intrahepatic metastasis. The p53 LI>1% in

moderately differentiated HCCs showed a positive cor-

relation with Ki-67 labeling index (P<0.03).

CoNCLUSIONS: p53　overexpression can be defined as

greater than 1 percent of p53 LI, and is strongly related

to viral chronic infection disease (HBV and/or HCV)

and to cell proliferative activity of moderately
di∬erentiated HCCs.

Key words-p53 protein overexpression, p53 gene muta-

tion, hepatoce121u12ar carcinoma.

INTRODUCTION

The p53 gene,12ocated on the short arm of chromo-

some 17p12　encodes as a 53kDa nuclear phospho-

protein mvo12ved in the control of eel12proliferation.2

The exact function of the p53 protein is not ful12y

understood, but it may p12ay a ro12e in DNA replication

and regu12ation of transcription.3'4'Abnormalities of

this gene have been reported in a wide variety of

ma12ignant diseases, and mutations of p53　are at

present the most common12y recognized genetic

change in human cancer.5-9)

Functiona12inactivation of the p53 gene is re12ated to

some different mechanisms. Most transforming vir-

uses, such as simian virus 40,12　human adenovirus,112)

human papi12loma virus12'and hepatitis B virus,13'

b12ock its normal function in arresting the ce1212cycle

through the formation of stab12e nonfunctional com-

plexes between viral proteins.31 Wi12d-type・p53 protein

can be functiona1212y inactivated by binding to the

cellu12ar proteins such as murine doub12e minus-2 pro-
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5 0 T . W A K A I e t a l ∴

t ei n ( M D M -2) .

1 4) I n c a r ci n o m a c ell s
, p 53

-d e p e n d e n t

g r o w th c o n t r o l is oft e n i m p ai r ed b y m is s e n s e m u t a-

ti o n s in o n e allel e a n d t h e l o s s of th e ot h e r .
1 5) M u t a-

ti o n l e a d s t o alt e r e d p r ot ein c o n f o r m a ti o n a n d a n

i n c r e a s e i n th e p 53 p r o t ei n h alf
-lif e f r o m 1 5-2 0 m i n t o

a f e w h o u r s
,
r e s u lti n g i n d et e c t a bilit y b y i m m u n o hi s

-

t o c h e m is t r y .

1 6) H o w e v e r
,
a f e w s c a tt e r ed p 53 -

p o siti v e

c ells d e t e ct a b le b y i m m u n oh ist o c h e m ist r y h a v e b e e n

f o u n d i n n o n - n e o p l a sti c c o n diti o n s a n d t u m o r s w it h
-

o u t p 5 3 m u t a ti o n s ･
1 7 , 1 8) T h e r ef o r e

,
th e p r e s e n c e of

p 53
-

p o siti v e c ells it s elf d o e s n ot m e a n a n a b n o r m al

p 53 s t at u s , l ･ e ･ , p 5 3
-

p r o t ein o v e r e x p r e s si o n ･

S e v e r al i m m u n o h ist o c h e m ic al s t u di e s h a v e d e m o n
-

s t r a t e d a O % -6 7 % d e t e cti o n r a t e of p 5 3 p r ot ei n o v e r
-

e x p r e s si o n i n n o n
-

n e o pl a sti c h e p a t o c y t e s i n w h ic h

p 5 3 p o siti v e c ell s w e r e f e w a n d s c a tt e r e d ･

1 9- 2 3) A

r e vi e w of t h e lit e r a t u r e i n di c at e d th at th e r a t e of p 53

o v e r e x p r e s si o n i n m o d e r a t ely diff e r e n ti a t ed H C C

w a s si g n i丘c a n tly h ig h e r i n J a p a n (3 4 .6 % , 9/2 6) th a n

(1 3 . 4 0/. , 2 7/ 2 0 1) i n W e s t e r n c o u n t ri e s ( P -

0 .0 05) .
1 8- 2 0 ･ 2 4‾2 6) C u ri o u sly , t h e c rit e ri a of p 5 3 o v e r e x

-

p r e s si o n diff e r ed i n t h e s e p a p e r s , i ･ e ･
,
f r o m a s m all

n u m b e r of p o siti v e c ells t o 50 % o r m o r e .
1 9‾2 2 , 2 6 , 2 8 , 2 9)

M o s t of t h e ab o v e d a t a o n p 5 3 o v e r e x p r e s si o n w e r e

s e m iq u a n tit a ti v e , a n d did n o t s h o w t h e n u m b e r of

t u m o r c ells e x a m i n e d ( a n u m e r a t o r , a d e n o m i n a t o r)

o r a r e a s e x a m i n e d .

H e p a titis B vi r u s ( H B V) , h e p a titis C vi r u s ( H C V ) ,

ci r rh o sis
,
a n d a fl a t o x i n B l a r e k n o w n a s th e m o st

i m p o rt a n t ri s k f a c t o r s f o r th e d e v el o p m e n t of H C C ･

I n h alf o f th e c a s e s of H C C f r o m e n d e m i c a r e a s f o r

H B V a n d a fl a t o x i n B l
,
a h o t s p o t p o in t m u t a ti o n at

c o d o n 24 9 h a s b e e n d e t e c t e d , a s p r e vi o u sl y r e p o r t -

e d . 3 0‾3 2) O n t h e o th e r h a n d
,
i n s o m e E u r o p e a n c o u n

-

t ri e s w h e r e di et a r y a 且at o x i n a n d H B V a r e n ot p r e v a
-

l e n t
, p 5 3 g e n e m u t a ti o n i s a r el ati v ely r a r e e v e n t , a n d

f e w o r n o n e of t h e m u t a ti o n s o c c u r a t c o d o n 2 4 9 .

3 3- 3 5)

I n J a p a n e s e H C C , f o r w hi ch H B V a n d H C V i n f e c-

ti o n s a r e r el a tiv el y c o m m o n b u t a fl a t o x i n e x p o s u r e i s

l o w
,
H a y a shi e t al .

3 6) f o u n d n o sig n i丘c a n t c o r r el a ti o n

b et w e e n t h e p r e s e n c e of H B V o r H C V i n f e c ti o n a n d

p 5 3 m u t a ti o n s ･ H o w e v e r , T e r a m ot o e t al ･
3 7) i n dic a t ed

a hig h e r i n cid e n c e of p 5 3 a b n o r m aliti e s (4 5 % ) i n

p a ti e n t s w h o h a d b e e n i n f e c t ed w it h eit h e r H B V o r

H C V th a n i n t h o s e in f e ct ed b y n eith e r ( 13 % ) . T h e

d et ail ed r el a ti o n shi p b et w e e n p 5 3 s t at u s a n d v i r al

i n f e cti o n r e m ain s t o b e cla ri丘e d .

I n th e c u r r e n t st u d y , w e a t t e m p t ed t o e s t a bli sh

o bj e c ti v e c rit e ri a f o r p 5 3 o v e r e x p r e s si o n a n d i n v e s ti
-

g a t e w h et h e r p 5 3 o v e r e x p r e s si o n i n H C C h a s a c o r r e
-

l a ti o n w it h cli n ic o p a t h ol o gi c al f a ct o r s a n d H B V /

H C V i n f e c ti o n .

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

M a t e ri als

S u r g ic ally r e s e ct e d s p e ci m e n s f r o m 91 p ri m a r y H C C s

w e r e ob t ai n e d f r o m t h e a r ch iv e s of t h e F ir s t D e p a r t -

m e n t of P at h ol o g y a t N ii g at a U n i v e r sit y f r o m

D e c e m b e r 1 9 89 t o J ul y 1 99 7 . T h e a g e of t h e p ati e n t s

r a n g e d f r o m 1 6 t o 7 9 y e a r s ol d ( m e a n , 61 .6 y e a r s) ･ T h e

m al e t o f e m ale r a ti o w a s 6 4 : 2 7 . S e r ol o g ic al t e s t s f o r

s e r u m h e p atiti s B s u r f a c e a n tig e n ( H B s A g) i n all 91

p a ti e n t s w e r e p e rf o r m e d ; 2 1 p a ti e n t s w e r e p o siti v e

(2 3 .1 % ) , w h e r e a s s e r u m a n ti- H C V a n tib o d y w a s p r e s
-

e n t i n 53 o f 91 p a ti e n t s (5 8 .2 % ) . T w o p a ti e n t s w e r e

p o siti v e f o r b o t h H B s A g a n d a n ti
- H C V a n tib o d y ･

H B s A g a n d a n ti - H C V a n tib o d y i n t h e s e r u m w e r e

c h e c k e d b y r a di oi m m u n o a s s a y a n d s e c o n d
-

g e n e r a
-

ti o n e n z y m e
-lin k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y , r e s p e cti v e

-

l y .

S u r r o u n di n g n o n
- n e o p l a s tic li v e r tis s u e s w e r e als o

s a m p l ed i n 9 1 p a ti e n t s . T h e n o n
-

n e o p l a s ti c li v e r w a s

n o r m al i n 5 c a s e s
,
h e p a titis w ith/ w it h o u t 丘b r o si s i n

4 2 c a s e s
,
a n d ci r rh o sis i n 44 c a s e s . P ri m a r y bili a r y

ci r r h o si s ( P B C) , B u d d
- C hi a ri s y n d r o m e , a n d s c his

-

t o s o m i a sis j a p o n i c a a s s o ci at e d w ith H C C w e r e e a c h

i n cl u d e d i n t hi s s e rie s . T h e eti o l o g y of c h r o n i c liv e r

dis e a s e i n t h e r e st of p a tie n t s w a s al c oh ol
-

r el a t e d

( n - 9) o r u n k n o w n ( n
- 7) . T h e p a ti e n t s h a d r e c eiv ed

n o p r e vi o u s c h e m o t h e r a p y o r r a di a ti o n w it hi n 1

m o n t h b ef o r e s u r g e r y .

F u r th e r m o r e
,
si x a d e n o m a t o u s h y p e r pl a si a s ( A H s)

(2 p a ti e n t s) a n d 2 5 n e e dle o r w e d g e bi o p s y s p e ci m e n s

f r o m c h r o n i c li v e r dis e a s e s w ith o u t t u m o r (7 c a s e s of

cir r h o sis : o n e c a s e of al c oh oli c li v e r dis e a s e
,
o n c a s e

of P B C a n d 丘v e c a s e s of c o n g e n it al b ili a r y a t r a si a

(C B A ); 1 8 n o n ci r r h oti c c a s e s: 8 c a s e s of H C V i nf e c
-

ti o n a n d 1 0 of C B A) w e r e als o e x a m i n e d .

A ll r e s e ct e d s p e ci m e n s w e r e 丘Ⅹ ed i n l O % f o r m ali n .

Si z e a n d g r o s s a p p e a r a n c e of t u m o r s w e r e m a c r o s
-

c o pi c ally d e s c rib e d a c c o r di n g t o t h e E g g el a n d K a n ai

cl a s sifi c a ti o n .

3 8 , 3 9) M i c r o s c o p i c ally , all slid e s w e r e

r e v i e w e d t o d e t e r m i n e th e si z e of s m all H C C a n d

s p r e a d of t h e t u m o r b y c a r ef ul e x a m i n a ti o n of 3 〟 m

h e m at o x yli n
- e o sin ( H E) s e c ti o n s f r o m c o n s e c u ti v e ,

s e ri ally p a r afB n - e m b ed d ed 3 0 × 20 m m bl o c k s of th e

e n ti r e r e s e c t e d s p e ci m e n s . A r a n g e of t w o t o t w e n t y
-

f o u r slid e s of t h e t u m o r a n d/ o r n o n t u m o r o u s li v e r

( m e a n ±S D of 7 .3 ±4 .8) w a s a s s e s s e d i n e a ch c a s e .

T h e hi st ol o gi c al g r a d e s of t u m o r diff e r e n ti ati o n w e r e

cl a s si丘e d i n t o w ell
,
m o d e r a t el y , p o o rly diff e r e n ti at e d ,

a n d u n di ff e r e n ti at e d s u b t y p e s a c c o r di n g t o th e G e n
-

e r a l R u le s f o r t h e C li n ic al a n d P at h o l o gi c al S t u d y of

P ri m a r y Li v e r C a n c er o f J a p a n ,
4 0)
w hi c h a p p r o x i -

m a t el y c o r r e s p o n d t o E d m o n d s o n - S t ei n e r
'

s g r a d e s I ,



ⅠⅠ
,
ⅠⅠⅠ

,
a n d I V

,

4 1)
r e s p e c ti v ely .

A ll r e s e ct e d s p e ci m e n s w e r e a n aly z e d f o r f o r m a -

ti o n of a c a p s ul e , i n 丘It r a ti o n t o t h e c a p s ul e , p o rt al

i n v a si o n
,
v e n o u s i n v a si o n

,
bili a r y in v a si o n , i n t r a h e

･

p a tic m et a st a sis , a n d bil e p r o d u cti o n b y t u m o r c ells .

T h e s e his t o p a th ol o g lC al 丘n di n g s w e r e m a p p e d o n

c ol o r p ri n t s . P o siti v e c o n t r ol s e c ti o n s w e r e i n cl u d e d

i n e a c h e x p e ri m e n t a n d c o n sis t e d of ti s s u e f r o m a

c ol o n ic a d e n o c a r ci n o m a w it h p 5 3 p o siti vit y a n d a

p 53 -

m u t a ti o n d e t e c t e d b y P C R -S S C P (p ol y m e r a s e

ch ai n r e a c ti o n si n g le st r a n d c o n f o r m a ti o n) a n d di r e ct

s e q u e n ci n g . S p e ci m e n s f r o m t w e n t y c a s e s of n o r m al

liv e r w e r e u s e d i n e a c h e x p e ri m e nt a s n e g a ti v e c o n -

t r ols .

I m m u n o h is t o c h e m is t r y

F o u r s e ri al 3 JJ m
- thi c k s e cti o n s w e r e m a d e f r o m

r e p r e s e n t a ti v e bl o c k s of e a c h t u m o r a n d/ o r n o n -

n e o p l a s ti c li v e r ti s s u e . T h e 丘r st s e c ti o n w a s st ai n e d

w ith H E . T h e s e c o n d a n d t hir d s e c ti o n s w e r e i m -

m u n o st ai n e d f o r p 5 3 u si n g P A b 1 80 1 a n d D O 7 , r e
-

s p e c tiv ell y . T h e f o u r t h s e c ti o n w a s i m m u n o st ai n e d

f o r K i - 67 . I m m u n o hi st o ch e m i c al st a in i n g w a s p e rf o r -

m e d b y a st r e p t a v idi n
-b i oti n i m m u n o p e r o x id a s e

m et h o d . F o r p 5 3 a n d K i -6 7 i m m u n o st ai ni n g , 3 JJ m
-

thi c k p a r afB n i z e d tis s u e s e c ti o n s w e r e p l a c e d o n t o

p oly L
-1 y si n e

- c o a t e d g l a s s slid e s a n d ai r
-d ri e d at

r o o m t e m p e r a t u r e . T h e s e cti o n s w e r e d e p a r afB n i z e d

a n d r e h y d r at e d , t h e n h e at e d i n a m ic r o w a v e o v e n

(5 00 W ; H it a c hi , M R - M 2 2 0
,
T o k y o , J a p a n) f o r s e v e n

c y cl e s of 3 m i n i n a cit r at e - b u ff e r t o r et ri e v e

a n tig e ni c a cti v it y . T h e s e cti o n s t h e n w e r e all o w ed t o

c o ol f o r 60 m i n a t r o o m t e m p e r a t u r e .
4 2) E n d o g e n e o u s

p e r o x id a s e a cti v it y w a s i n hibit ed b y i n c u b a ti o n w it h

0 .3 % h yd r o g e n p e r o x id a s e i n m e t h a n ol f o r 2 0 m i n at

r o o m t e m p e r a t u r e . A ft e r th e bl o c k i n g of n o n ･

s p e ci丘c r e a cti o n s wi t h l O % n o r m al r a b bit s e r u m ,
th e

s e c ti o n s w e r e 丘r s t i n c u b a t e d w it h p 5 3 a n tib o d y f o r 1

h a t a dil u ti o n of 1 : 2 00 o r t h e K i -6 7 a n tib o d y f o r 2 h

a t a dil u ti o n of 1 : 1 0 0 a t r o o m t e m p e r at u r e . S t ai ni n g

f o r p 53 p r ot ei n w a s c a r ri e d o u t u sl n g t h e f oll o w l n g

a n tib o di e s : m o u s e m o n o cl o n al a n tib o d y P A b 1 8 01

( A b -2
,
O n c o g e n e S ci e n c e l n c . , M a n h a s s et , N Y , U .S .

A .) , w hic h r e a c t s w it h a d e n at u r ati o n -

r e sis t a n t

e pit o p e i n h u m a n p 53 l o c at e d b e t w e e n a m in o a cid s 32

a n d 79 4 3); a n d m o u s e m o n o cl o n al a n tib o d y D O 7 (D O 7 ,

N o v o c a st r a L a b o r a t o ri e s L t d .
,
N e w c a s tle

,
U K) ,

w hi c h r e a ct s w it h a d e n a t u r a ti o n - r e si st a n t e pit o p e at

th e N t e r m i n u s of p 5 3 b et w e e n a m i n o a cid s 2 0 a n d

2 5 .
4 4) T h e s e t w o a n tib o di e s a r e c a p a bl e of d e t e cti n g

b o t h w ild t y p e a n d m u t a n t t y p e p 5 3 p r o t ei n s . C ell

p r olif e r a ti v e a cti vit y w a s d e t e r m i n e d u sin g m o u s e

m o n o cl o n al a n tib o d y M I B l ( M I B l ; I m m u n o t e c h ,

p5 3 P r o t ei n O v e r e x p r e s si o n i n H C C 5 1

M a r s eill e
,
F r a n c e) , w h ic h r e a c t s wi th n a tiv e K i -6 7

a n tig e n a n d r e c o m bi n a n t f r a g m e n t s of t h e K i ･6 7

m o le c ul e .
4 5- 4 7)

T h e s e cti o n s w e r e t h e n i n c u b a t e d w it h b i o ti n yl at e d

r a b b it a n ti - m o u s e i m m u n o gl o bli n f o r 3 0 m i n a n d t h e n

w it h t h e st r e p t a vidi n - p e r o x id a s e c o m p le x ( H is t o 丘n e

S A B - P O K it ; N i ch i r ei , T o k y o , J a p a n) f o r 1 5 m i n .

C a r ef ul rin s e s w e r e p e rf o r m e d w ith s e v e r al ch a n g e s

of p h o s p h a t e -b u ff e r ed s ali n e b e t w e e n e a c h s t a g e of

t h e p r o c ed u r e . T h e c ol o r of t h e i m m u n o r e a cti vit y

w a s d e v el o p e d w it h d i a m i n o b e n zi din e f o r 6 m i n i n

b o t h P A b 18 0 1 a n d D O 7 st ai ni n g .

4 8) T h e s e c ti o n s w e r e

lig h tly c o u nt e r s t ai n e d w ith h e m a t o x y li n a n d t h e n

m o u n t e d .

I m m u n o h ist o c h e m i c al a n al y si s

C ells p o siti v e f o r p 53 w e r e d e 丘n e d a s th o s e w it h a

b r o w n st ai n e d n u cl e u s
,
r e g a r dle s s of s t ai n i n g i n t e n -

sit y . T u m o r s w e r e s c o r e d a s p o siti v e w h e n at l e a s t

o n e p o siti v e n u cl e u s w a s vi sibl e w it hi n t h e le si o n .

T h e st ai ni n g p a tt e r n of p 5 3 i m m u n o s t ai n in g w a s

cl a s si丘e d i n t o f o u r t y p e s : n e g a ti v e , n o p o siti v e c ells ;

s c a tt e r ed
,
s c a tt e r ed p o sitiv e c ells ; n e st ed , f o c ally

a g g r e g at e d p o siti v e c ells ; a n d di ff u s e , diff u s e p o siti v e

c ells .

T h e p 53 i m m u n o s t ai n i n g w a s e v al u a t ed f o r L I a n d

st ai n l n g i n t e n sit y i n t h e s a m e l e si o n . T h e p 5 3 L I w a s

e x p r e s s e d a s th e n u m b e r o f p 5 3 p o siti v e t u m o r c ells

f o r m o r e t h a n 1
,
00 0 c ells ( r a n g e , 1 00 6-1 1 02 c ells) i n

t h e a r e a w h e r e t h e g r e a t e s t n u m b e r of p o sitiv e c ells

w a s p r e s e n t i n a hi st o l o g l C ally h o m o g e n e o u s p a t t e r n .

S t ain in g i n t e n sit y a n d p 53 LI w e r e c o m p a r e d f o r

c o r r e s p o n di n g a r e a s of P A b1 8 01 a n d D O 7 st ai n e d

s e cti o n s . N u cl e a r st ai ni n g i n t e n sit y w a s di vid e d i n t o

t h r e e c a t e g o ri e s: w e a k , i n t e r m edi at e , a n d st r o n g .

T h e s c o ri n g p a tt e r n s of p 53 L I w e r e c a t e g o ri z e d i n t o

f o u r g r o u p s a s f oll o w s : L I ≦1 % , 1 % < LI < 1 0 % ,

10 % ≦LI < 50 % , 5 0 % ≦ L I , K i -6 7 p o siti v e c ells w e r e

d e 丘n e d a s c ells w it h a b r o w n s t ai ni n g of t h e n u cl e u s ,

r e g a rdl e s s of st ai n i n g i n t e n sit y . I n s uit a b ly 丘Ⅹ e d

p r a 氏 n s e cti o n s of li v e r tis s u e s , K i -6 7 p o siti v e c ells

w e r e vis u aliz e d w ith a s t r o n g n u cl e a r p a tt e r n i n t h e

g e r m i n al c e n t e r , a sit e of a c ti v e l y m p h o c y t e p r olif e r
-

a ti o n . M it o tic fi g u r e s w e r e s t ain ed st r o n g ly i n H C C

c ell s . T h e K i -6 7 L I of H C C s r a n g e d f r o m 0 .6 % t o

52 .9 0/. . T h e K i ･6 7 L I w a s d et e r m in e d i n a r e a s c o r r e ･

s p o n di n g t o t h o s e w h e r e th e p 53 L I w a s m e a s u r e d

(Fi g . 2 A
,
B
,
C
,
a n d D) . I n p 5 3 - n e g ati v e c a s e s , t h e K i -6 7

L I w a s d e t e r m i n e d in t h e a r e a c o u n ti n g t h e g r e a t e st

n u m b e r of p o siti v e c ells i n a h i st o l o gi c ally h o m o g e n e -

o u s p at t e r n .



5 2 T . W A K Al e t al

S t a tis tic al a n aly sis

T h e C hi - s q u a r e d a n d F is ch e r
'

s e x a c t t e s t s w e r e u s e d

f o r a n al y s t s Of t h e c at e g o ri c al d a t a a c c o r di n g t o t h e

p r e s e n c e o r ab s e n c e of p 5 3 o v e r e x p r e s si o n , w h e r e a s

S t u d e n t
'

s t t e s t
,
a n d th e M a n n - W hit n e y U t e st w e r e

u s e d f o r c o n ti n u o u s d a t a . P r ob a bilit y v alu e s of l e s s

t h a n 0 .05 w e r e c o n sid e r e d t o b e st a ti stic all y

s lg ni丘c a n t .

R E S tJ L T S

C o m p a ri s o n o f p 53 e x p r e s si o n i n m o n
一 皿 e o p l a s ti c

h e p a t o c y t e s b e t w e e n P A b 1 80 1 a n d D O 7 st a in i n g

T h e p 5 3 i m m u n o r e a cti v it y w a s o b s e r v ed i n th e n u cl ei

of h e p a t o c y t e s i n h e p atiti s a n d ci r r h o si s b u t n o t i n t h e

n o r m al li v e r . T h e p 53 e x p r e s si o n of n o n- n e o p l a sti c

h e p at o c y t e s w it h e a c h P A b 180 1 a n d D O 7 s t ai n i n g is

p r e s e n t ed i n T a bl e 1 . O f t h e 1 3 6 n o n - n e o pl a sti c s a m -

p le s , p 5 3 e x p r e s si o n w a s d e t e c t e d in o n l y D O 7
-s t ai n ed

s e c ti o n s
,
b u t n ot i n P A b 1 80 1 s e c ti o n s . T h e p 53 p o si -

ti v e c ells w e r e f o u n d i n h e p at o c y t e s i n o nly cir rh o si s

a n d c h r o ni c a cti v e h e p a titis at a r at e of 6 -1 4 % .

F i n di n g s o f D O 7 ･ p 53 e x p r e s si o n i n n o n - n e o pl a sti c

h e p a t o c y t e s

T h e p 5 3
-

st ai n i n g p a tt e r n w a s a s c a tt e r ed p a t t e r n i n

t e n p 53 p o siti v e c a s e s (F ig .

in t e n siti e s w e r e i n t e r m edi a t e

1) .

1 n

A ll of th e st ai n i n g

t h e s e 10 c a s e s . T h e

p o siti v e h e p a t o c y t e s sh o w e d n o his t ol o g l C al a t y p i a

a n d w e r e m ai n ly l o c a t ed a t t h e p e rip h e r al z o n e of

h e p a ti c l o b u l e s cl o s e t o H C C ( r a n g e of di st a n c e f r o m

H C C s : 0 .619 m m ) . p 53 L I of t h e n o n -

n e o pl a stic h e -

p a t o c y t e s w a s l e s s t h a n 1 p e r c e n t ( m e a n ± S D , 0 .4 ±

0 .2 % ; r a n g e , 0 .2=0 .8 %) , a n d p 5 3 L I w a s l o w e r t h a n

K i-6 7 LI i n t h e c o r r e s p o n di n g a r e a s , e x c e p t f o r o n e

c a s e w ith P B C . T h e r e w a s n o sig n i丘c a n t diff e r e n c e i n

K i -6 7 L I a t t h e p e rip h e r al z o n e b et w e e n p 5 3 p o siti v e

a r e a s a n d n e g a ti v e a r e a s (T a bl e 2) .

T a b l e 1 . C o m p a ri s o n o f p 5 3 e x p r e s si o n i n n o n- n e o p l a s ti c

h e p a t o c y t e s b e t w e e n P A b 1 8 0 1 a n d D O 7 s t a i n i n g

H i s t o l o g y

N o . of p 5 3 e x p r e s si o n

s a m ple s pAb1801 posi加e D O T p ositiv e

N o r m al li v e r w i th o u t t u m o r

Ch r o nic a ctiv e h e p atitis w ith o utt u m o r

C i r r h o si s w ith o u t t u m o r

N o r m a l li v e r w it h H C C

Ch r o nic a ctiv e h ep a titis w ith H CC

C i r r h o si s w ith H C C

A d e n o m a t o u s h y p e r p l a si a

2

1

4

4

0

8

7

5

2

4

6

0

0

0

0

0

0

0

0 %

0 %

0 %

0 %

0 %

0 %

0 %

0 (0 % )

1 (6 % )

1(1 4 % )

0 (0 % )

3 (7 % )

5(1 1 % )

0 (0 % )

H C C
,
h e p a t o c ell u l a r c a r c i n o m a .

T a b l e 2 . Fi n d in g s o f p 5 3 e x p r e s si o n b y D O 7 s t ai n i n g i n n o n -

n e o pl a sti c h e p a t o c y t e s

N G- N O H is tolo g y E ti ol o g y S t a i n i n g S t ai n i n g Lo catio n of Distan ce fro m C ell atypia p 5 3 L I Ki-67 LI i n p53- Ki･67 LIin p53- ne gatlV e

p a tt e r n i n t e n sit y p53-positive c eu s th e tu m o r( m m) p ositi v e a r e a atthe periph eral zo n e

9 4- 2 0 2 0

N G 8 40 7

N G 9 51 6

N G I O O 6 2

N G I O 3 6 1

N G 54 8 9

N G 9 0 7 7

N G 9 6 9 6

N G 9 8 3 0

N G I O 2 5 3

H e p a titi s

Ci r r h o si sT

H e p a titi s

H e p a titi s

H e p atiti s

C i r r h o si s

C i r r h o si s

C i r r h o si s

C i r r h o si s

C i r r h o si s

H C V s c a tt e r e d

P B C s c a tt e r ed

H B V s c a tt e r e d

H C V s c a tt e r e d

ⅢC V

ⅢC V

H C V

U n k o w n

A l c o h oli c

s c a tt e r e d

s c a tt e r e d

s c a tt e r e d

s c a tt e r e d

s c a tt e r e d

H C V s c a tt e r e d

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

n t P e r

p h

ph

p h

ph

ph

ph

ph

p h

ph

ph

0 .6- 8 .5

0 .8- 5 .5

6- 9

1 .5- 2

0 .7

1

3- 8

2- 5

0 .6 % (6/1 01 2)

0 .8 % (8/1 00 9)

0 .4 % (4/1 0 1 2)

0 .3 % (3/1 0 1 3)

0 .3 % (3/1 0 0 2)

0 .2 % (2/1 0 0 6)

0 .3 % (3/1 0 1 7)

0 .3
0

/.(3/ 1 0 1 6)

0 .3 % (3/ 1 0 1 1)

0 .7 % (7/ 1 0 3 4)

1 .1 %(l l/1 01 0)

0 .1 % ( 1/ 1 0 0 5)

1 .5 %(1 5/ 1 01 7)

1
.6 %(1 6/1 01 9)

2 .4 %(2 6/1 0 65)

1 .9 % (1 9/1 00 3)

1 .2 % (1 2/1 02 2)

2 .4 % (2 4/1 0 3 1)

1 .6 % (1 6/1 0 1 3)

3 .1 % (3 2/1 0 1 9)

1
.0 % (1 0/ 1 01 8)

0 .2 %( 2/ 1 01 4)

1 .6 % (1 6/ 1 01 1)

1 .8 %(1 8/ 1 01 5)

2 .2 % (2 3/ 1 0 5 4)

1 .6 % (1 6/ 1 01 5)

1
.4 %(1 5/ 1 0 41)

1 .9 % (2 0/ 1 0 38)

0 .8 %( 8/ 1 01 6)

3 .4 %(3 6/1 06 2)

0 .4 ±0 .2 % * 1 .7 ±0 .8 % * a 1 .6 ±0 .9 0/. *

H C V
,
h e p a ti ti s C v i r u s ; P B C , p ri m a r y b ili a r y c i r r h o si s ; H B V , h e p a ti ti s B vi r u s ; P e ri p h , p e ri p h e r al z o n e .

* L I
,
l a b e li n g i n d e x ( m e a n ±S D) .

T C i r r h o si s w it h a t y pi c a l a d e n o m o t o u s h y p e r pl a si a (h ig h- g r a d e d y s p l a s ti c n o d u l e) .
a

N o si g ni fi c a n t di ff e r e n c e f r o m t h a t wi th o u t p 5 3 e x p r e s si o n b y S t u d e n t
'

s t-t e s t ( P - 0 .7 3) .
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Ì #

印 〆群

磨
# (i ふげ

Fi g . 3 . A n e st e d p 5 3 s t a i n i n g p a t t e r n o f m o d e r a t el y d iff e r e n ti a t e d H C C . A . H E
,
× 1 0 0 B . D O 7

,
× 1 0 0

,
fT%

@

郵

y

梅

毒還p

轍〕監'3
> a
>
J

%
#

､壷

･
′ル′1
､
て

､確 71
>

A

･3穣嚢

延
･
咋

て
,ち

を

､ 泌

名■等

健

i
;

#

#

一道群

･#

Fi g . 4 . A s c a t t e r e d p 5 3 s t a i n i n g p a tt e r n o f m o d e r a t el y d iff e r e n ti a t e d H C C . A . Ⅲ e
,
× 1 0 0 Ii . D O 7

,
× 1 0 0

K i 1 6 7 L I o f n o n -

n e o p l a s ti c h e p a t o c y t e s a t c e n t r al

a n d p e ri p h e r a l z o n e s

K i -6 7 L I w a s si g ni丘c a n tly hig h e r a t t h e p e ri p h e r al

z o n e t h a n a t t h e c e n t r al z o n e of h e p a ti c l o b ule s of th e

n o r m al li v e r
,
i n h e p a titis a n d cir r h o si s . ( P < 0 .00 01)

(T ab le 3) .

C o m p a ri s o n o f p 5 3 i m m u n o r e a c ti v it y o f H C C

b e t w e e n P A b 1 8 01 a n d D O 7 s t ai n i n g

S t ai n in g p a tt e r n , i n t e n sit y , s c o ri n g p at t e r n , a n d th e

r a t e of p 53 L I > 1 % of H C C s a s s e s s ed b y t h e t w o

a n ti- p 5 3

s t ai n i n g

a n ti - p 5 3

W a s n O

s t ain i n g

a n tib o di es a r e s u m m a ri z e d i n T a b le 4 . T h e

p at t e r n w a s v e r y si m il a r b e t w e e n t h e t w o

a n tib o di e s u s e d (Fi g . 2 A
,
B a n d C) . T h e r e

sig ni fi c a n t di ff e r e n c e in s t a in i n g p at t e r n ,

i n t e n sit y , s c o ri n g p at t e r n , a n d t h e p 5 3 LI

b et w e e n P A b1 8 01 a n d D O 7 f o r a 6 - m i n r e a c ti o n ti m e .

T w o c a s e s w e r e n e g a ti v e f o r P A b 18 0 1 , b u t sh o w e d

z勝

顔;≡
,

_

公
'

s m all a g g r e g a ti o n s of c ell s b y D O 7 st ai n i n g w it h 2 .1

a n d 3 .5 0/o p 53 L I ( T a bl e 4) . T h e c o n c o r d a n c e of s c o r -

i n g p at t e r n s b e t w e e n P A b 18 0 1 a n d D O 7 w a s 9 4 .5 % .

T h e s t ai n i n g i n t e n sit y w a s g e n e r all y st r o n g i n t h e

diff u s e p a tt e r n , b u t w e a k o r i n t e r m e di at e i n t h e

n e s t e d a n d s c at t e r e d p at t e r n s .

p 5 3 LI > 1 % w a s d et e c t ed i n 2 7 (3 0 % ) a n d 29 (32 % )

of t ot al of 91 H C C s b y P A b 18 0 l a n d D O 7 , r e s p e c ti v e
-

ly .
T h e i n cid e n c e of p 5 3 L I > 1 % w a s hig h e r i n H C C s

w it h a l o w e r hi st ol o g ic al diff e r e n ti a ti o n : 7 2 .7 % (8/l l)

i n p o o rly a n d u n diff e r e n ti a t e d H C C s , 33 % (20/6 0) i n

m o d e r a t el y diff e r e n ti a t e d H C C s , a n d 5 % (1/2 0) i n

w ell diff e r e n ti at e d H C C s . A s t a ti stic all y sig n ifi c a n t

diff e r e n c e in p 5 3 L I > 1 % w a s ob s e r v e d b e t w e e n th e

f o r m e r t w o g r o u p s a n d t h e l a t t e r g r o u p ( P < 0 .0 2)

C o m p a r is o n of cli n ic o p a t h o l o g i c a l f a c t o r s i m p 5 3

e x p r e s si o n s t a t u s i n II C C

T h e r e w a s n o si g n i丘c a n t diff e r e n c e b et w e e n p 53 L I >



1 % a n d cli nic o p a th ol o g ic al f a c t o r s i n cl u di n g a g e ,

g e n d e r , t u m o r si z e , bil e p r o d u c ti o n , f o r m ati o n of a

c a p s u l e , i n 丘1t r a ti o n t o th e c a p s ul e , p o r t al i n v a si o n ,

v e n o u s i n v a si o n
,
bili a r y I n v a si o n , in t r a h e p a ti c m e t a s -

t a sis a n d cir r h o sis ( T a bl e 5) .

C o m p a ris o n o f p 5 3 e x p r e s si o n s t at u s a n d K i ･ 67

l a b eli n g in d e x i n H C C b e t w e e n vi r al i n f e c ti o n a n d

n o れ -i n f e c ti o n

C o r r el a ti o n of p 53 L I > 1 % w ith vir al i n f e c ti o n w a s

a n al y z e d (T a bl e 6) . T h e f r e q u e n c y of p 5 3 L I > 1 % w a s

33 % (7/2 1) i n H C C s w it h ⅢB V i n f e cti o n , 42 % (2 2/5 3)

i n H C C s w it h H C V i nf e c ti o n
,
a n d 5

0

/. (1/1 9) i n H C C s

wi th o u t H B V a n d H C V i nf e c ti o n ( N B N C) ( H B V v s

H C V : P > 0 .0 5
,
H B V v s N B N C : P - 0 .00 3

,
H C V v s

N B N C : P - 0 .0 02
,
H B V a n d / o r H C V v s N B N C : P -

0 .00 3) . N o c o r r el a ti o n w a s ob s e r v ed b et w e e n his -

t ol o g l C al g r a d e s of H C C a n d t h e r at e o f vi r al i nf e c
-

ti o n . K i -67 LI w a s n o t c o r r el a t e d w it h t h e p r e s e n c e of

a b s e n c e of a vi r al i n f e c ti o n
,
b u t sh o w e d a p o siti v e

c o r r el a ti o n w it h t h e his t ol o g l C al g r a d e of H C C s

a l o n e .

C o r r el a ti o n b e t w e e n p 5 3 e x p r e s si o n s t a t u s a n d

K i _ 67 L I of H C C

H C C s w ith p 5 3 LI > 1 % s h o w ed a si g n i丘c a n tly hig h e r

K i 16 7 LI i n m o d e r a t ely di ff e r e n ti a t e d H C C s (P < 0 .03 .

T a bl e 7) th a n th o s e w it h o u t , b u t n o t i n o t h e r s .

D I S C tT S SI O N

M a n y i n v e s ti g a t o r s h a v e r e p o rt e d o n a p 5 3 i m m u n o
-

his t o c h e m i c al a n al y si s of H C C s . H o w e v e r , c rit e ri a o n

p 53 o v e r e x p r e s si o n h a v e b e e n di ff e r e n t a n d s e m i
-

q u a n tit ati v e , i . e . , a s m all n u m b e r of c ells ,
2 3 ) 1 % ,

2 2)

2 % ,
1 9) 5 % ,

2 1) 1 0 % ,
2 8)
,
25 % ,

2 0)
4 0 %

2 9)
,
a n d 50 % .

2 6) I n

a d diti o n
,
th e r e w a s n o d e s c rip ti o n of th e n u m b e r of

p5 3 P r o t ei n O v e r e x p r e s si o n i n II C C 5 5

t u m o r c ells e x a m in ed o r a r e a s s el e c t e d . T h e r ef o r e
,

t h ei r d e 丘niti o n o n p 5 3 o v e r e x p r e s si o n s e e m s t o b e n o t

r e p r o d u cibl e a n d o bj e cti v e .

T h e p 5 3 st ai n i n g p a t t e r n is o n e of a m a rk e r t o

e x p r e s s p 5 3 o v e r e x p r e s si o n . A s c a tt e r e d p a tt e r n h a s

b e e n o b s e r v e d els e w h e r e i n n o n -

n e o p l a stic li v e r s a n d

H C C s
1 9- 2 3) a s w ell a s i n o u r s t u d y . H o w e v e r

,
n eit h e r

a n e st e d n o r a diff u s e p a t t e r n w a s e v e r f o u n d i n

n o n -

n e o p l a sti c li v e r s . T h e r ef o r e , a n e s t e d o r diff u s e

p at t e r n m a y b e d e 丘n e d a s p 5 3 o v e r e x p r e s si o n . E a c h

p 5 3 st ai ni n g p a t t e r n c o r r e s p o n d e d w ell t o p 5 3 L I , i . e . ,

t h e s c at t e r e d p at t e r n ( F ig . 4) , l es s t h a n l % p5 3 LI ;

n e st ed p a tt e r n ( F ig . 3) , 1 .5 -2 4 .9 0/. p 53 L I ; a n d diff u s e

p a tt e r n ( F i g . 2) , 3 ト84 .2 0/. p 53 L I . A f e w p 53 p o siti v e

c ell s d e v el o p ed i n i m m a t u r e r e g e n e r a ti v e c ell s of

a c ti v e ch ole c y s titis a n d e s o p h a g itis
6 ･ 7)
w it h a l o w e r

p 5 3 L I th a n a K i -6 7 L I i n th e c o r r e s p o n di n g a r e a s .

T his h eld t r u e f o r t h e n o n - n e o p l a s tic li v e r e x c e p t f o r

a c a s e w it h P B C . H o w e v e r
, p 5 3 s t ai ni n g p a tt e r n of

t h e P B C w a s a s c at t e r e d o n e .

p 5 3 p o siti v e n o n
- n e o pl a sti c h e p a t o c y t e s did n ot

sh o w h ist ol o gi c al a t y p i a (Fi g .
1) a n d w e r e m ai n l y

l o c a t e d a t t h e p e rip h e r al z o n e cl o s e t o t h e t u m o r

( r a n g e , 0 .619 m m ) , w h e r e K i
- 67 L I w a s si g n ifi c a n tl y

hig h e r t h a n th a t of t h e c e n t r al z o n e .
F r o m t h e s e d a t a

,

a s c a t t e r e d p a tt e r n o r p 5 3 L I ≦1 % m a y i n di c a t e a

w ild - t y p e p 53 g e n e r e s p o n s e t o c ell ul a r s t r e s s o r c ell

p r olif e r a ti o n of h e p at o c y t e s . T o c o n 丘r m thi s , it i s

n e c e s s a r y t o st u d y p 5 3 g e n e m u t a ti o n b y a m ic r o
-

dis s e c ti o n m et h o d . T h e d at a o n p 5 3 r e a c ti vit y of

n o n -

n e o p l a stic li v e r s u g g e st p 5 3
-

p r o t ei n o v e r e x p r e s
-

si o n i s d e 丘n e d a s p 5 3 L I > 1 % .

A c c o r di n g t o t h e c r it e ri a m e n ti o n e d ab o v e , 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 f o u n d i n 2 7 (32 % ) of a

t ot al of 91 H C C s
,
i n 5

0

/. (1/2 0) of w ell diff e r e n ti a t ed

H C C s
,
33 % (2 0/6 0) of m o d e r a t ely diff e r e n ti a t ed

H C C s
,
a n d 7 2 .7 % (8 / l l) o f p o o r l y a n d

u n diff e r e n ti a t e d H C C . A lt e r a ti o n s of t h e p 5 3 g e n e

m a y n ot al w a y s l e a d t o a n a c c u m ul ati o n of t h e p 5 3

T a ble 3 . K ト6 7 l a b eli n g i n d e x o f n o n- n e o p l a s ti c h e p a t o c yt e s a t c e n
-

t r a l a n d p e ri p h e r al z o n e s

K i - 6 7 l a b el in g i n d e x ( m e a n ±S D)
H i s t o l o g y

C e n t r a l z o n e P e ri p h e r a l z o n e

N o r m a l li v e r ( n - 2 5)

H e p a ti ti s (n - 6 0)

C i r r h o si s (n - 5 1)

0 .2 5 ±0 .1 4 % 0 .9 3 ±0 .3 2 %

0 .4 7 ±0 .2 8 % 1 .2 2 ±O A 7
0

/.

1 .0 8 ±0 .5 6 % 2 .l l ±0 .8 0 %

S D
,
st a n d a r d d e vi a ti o n .

* M a n n - W h it n e y
'

s U t e s t ( P < 0 .0 0 0 1) .
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p 5 3 P r o t ei n O v e r e x p r e s si o n i n H C C

T a b l e 5 . C o m p a ri si o rl O f c li n i c o p a t h o l o g i c a l f a ct o r s i n p 5 3 e x p r e s si o n s t a t u s o f

H C C

p 5 3 e x p r e s si o n

p 5 3 I JI > 1 % p 5 3 L I ≦1 %

(n - 2 9) (n - 6 2)

A g e ( y r)
a

G e n d e r ( m a l e/ f e m al e)

Si z e ( m m )
a

B il e p r o d u c ti o n ( % )

F o r m a ti o n o f c a p s u l e ( % )

I n 丘1t r a ti o n t o c a p s u l e ( % )

P o rt a l i n v a si o n

W e ll d i ff e r e n ti a t e d ( % )

M o d e r a t el y d i ff e r e n ti at e d (
0

/o)

P o o rl y d i ff e r e n ti a t e d (
0

/.)

U n d iff e r e n ti a t e d ( % )

V e n o u s i n v a si o n ( % )

B ili a y i n v a si o n ( % )

I n t r a h e p a ti c m e t a s t a si s ( % )

C i r r h o si s ( % )

6 0 .8 ±1 3 .5

1 9/ 1 0

4 7 .5 ±2 8 .6

1 4/ 2 9( 4 8 .3)

2 7/ 2 9(9 3 .1)

1 7/ 2 7(6 3 .0)

0/ 1(0)

8/ 2 0(4 0 .0)

4/ 7(5 7 .1)

0/ 1(0)

3/ 2 9(1 0 .3)

1/ 2 9(3 .4)

1 6/ 2 9( 5 5 .2)

1 6/ 2 9( 5 5 .2)

6 1 .9 ±9 .2

4 5/ 1 7

5 1 .1 ±3 5 .5

3 5/ 6 2(5 6 .5)

5 4/ 6 2(8 7 .1)

3 8/ 5 4(7 0 .4)

1/ 1 9(5 .3)

1 0/ 4 0( 2 5 .0)

2/ 2(1 0 0)

0/ 1(0)

6/ 6 2(9 .7)

3/ 6 2(4 .8)

2 6/ 6 2( 4 1 .9)

2 8/ 6 2( 4 5 .2)

N S *

N SI

N S *

N ST

N S‡

N ST

N SⅠ

N S†

N SⅠ

N SⅠ

N SⅠ

N SⅠ

N ST

N ST

H C C
,
h e p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a ; L I , l a b e li n g i n d e x ; N S , n o t si g n i丘c a n t .

a
M e a n ±S D . * M a n n - W h it n e y

'

s U t e s t . I C hi
-

sq u a r e d t e s t . ‡Fi s c h e r
'

s e x a c t p r o b a b ili t y t e s t .

T a b l e 6 . C o m p a ri s o n o f p 5 3 e x p r e s si o n s t a t u s a n d K ト67 l a b e li n g i n d e x i n H C C b e t w e e n v i r a l i n f e c ti o n

a n d n o n -i n f e c ti o n ( n - 9 1)

p 5 3 e x p r e s si o n
K i -6 7 l a b eli n g i n d e x ( m e a n ±S D)

(p 5 3 L I > 1 % ) c a s e s w ell M o d P o o r/ u n d iff

V i r a l i n f e c ti o n

P o siti v e c a s e s ( B a n d / o r C )

H B V i n f e c ti o n

P o siti v e c a s e s ( B)

H C V i n f e c ti o n

P o siti v e c a s e s (C)

V i r a l i n f e c ti o rl

N e g a ti v e c a s e s ( n o n B n o n C )

A I c o h o li c ( n o n B n o n C )

U n k o w n ( n o n B n o n C )

2 8/ 7 2(3 9 % )

7/ 2 1(3 3 % )

2 2/ 5 3(4 2 % )

1/ 1 9(5 % )

1/ 9(1 1 % )

0/ 7(0 % )

] N S

] †

3 .4 ±2 .4 %

2 .2 ±2 .4 %

3 .7 ±2 .
4 %

2 .3 ±1 .0 %

1 .9 ±0 .8 %

3 .1 ±1 .1 %

1 5 .3 ±1 1 .9 %

1 2 .5 ±1 0 .1 %

1 6 .3 ±1 2 .5 %

l l .9 ±8 .6 %

1 2 .6 ±9 .3 %

l l .4 ±8 .6 %

3 2 .1 ±1 2 .1 %

2 6 .0 %

3 2 .9 ±1 2 .7 %

4 3 .2 ±4 .0 %

4 0 .3 %

H C C
,
h e p a t o c ell ul a r c a r c i n o m a ; L I , l a b eli n g i n d e x ; W ell , w e ll d i ff e r e n ti a t e d ; M o d , m o d e r a t e l y

di ff e r e n ti a t e d ; P o o r , p o o rly di ff e r e n ti a t e d ; U n di ff , u n di ff e r e n ti a t e d ; B , h e p a titi s B v i r a l i n f e c ti o n ; C ,

h e p a titi s C v i r a l i n f e c ti o n ; N S , n o t si g n i B c a n t .

* O n e c a s e e a c h o f p ri m a r y b ili a r y ci r rh o si s , B u d d
- C hi a ri s y n d r o m e a n d s c hi s t o s o m i a si s j a p o n i c a i s

i n c l u d e d .

I P - 0 .0 0 2 ; ⅠP - 0 .0 0 3 ; §P - 0 .0 0 3 .

5 7
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T a b l e 7 . C o r r el a ti o n b et w e e n p 5 3 e x p r e s si o n st a t u s a n d K i
-6 7 l a b eli n g i n d e x o f

H C C ( n - 9 1)

K i- 6 7 l a b e li n g i n d e x ( m e a n ±S D)

H i s t o l o gi c a l g r a d e
p 5 3 L I > 1 % p 5 3 L I ≦1 %

( n - 2 9) ( n - 6 2)

W ell diff e r e n ti a t e d ( n - 20)

M o d e r a t el y di ff e r e n ti a t e d ( n - 6 0)

P o o rly diff e r e n ti at e d ( n - 9)

U n diff e r e n ti a t e d ( n - 2)

0 .6 % (1)

19 .1 ±1 3 .2 % (2 0)

33 .1 ±9 .9 %(7)

52 .9 % (1)

3 .2 ±2 .1 % (1 9)

1 2 .5 ±9 .8 % (4 0) 0 .03 *

2 2 .5 ±5 .2 % ( 2) N S

46 .0 % (1)

T o t al ( n - 91) 23 .0 ±15 .0 % 10 .5 ±1 0 .4 % < 0 .0 0 0 2T

H C C
,
h e p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a ; S D , s t a n d a rd d e v i a ti o n ; L I , l a b eli n g i n d e x .

* S t u d e n t
'

s t-t e s t . T M a n n - W h it n e y
'

s U t e s t . ( ) , n u m b e r o f H C C .

p r o t ei n b e c a u s e of n o n s e n s e m u t a ti o n .

2 7) N e v e r th e -

le s s
,
t his f r e q u e n c y of J a p a n e s e H C C s w a s c o n sist e n t

w it h t h e r e s ult s of ot h e r s
,

3 6
,
4 9 ) w h e r e t h e r a t e of p 5 3

m u t ati o n s w a s i n t h e r a n g e of 2 7 .8 a n d 36 .4 % of t o t al

H C C s
,
a n d w a s si m il a r e v e n i n h ist ol o gi c al g r a d e s of

H C C s .

It i s c o n t r o v e r si al w h et h e r o r n o t p 5 3 o v e r e x p r e s-

si o n is c o r r el a t e d w ith cli n i c o p a t h ol o g l C al f a c t o r s .

L a u r e n t-P uig e t al .
2 6 )
r e p o rt e d t h a t p 5 3 o v e r e x p r e s -

si o n w a s r el at e d t o i n v a si o n of t h e p o r t a l b r a n ch e s .

H o w e v e r
,
ot h e r in v e stig a t o r s

2 8 ･ 3 6) di d n ot 丘n d thi s

c o r r el a ti o n
,
i n cl u di n g u s .

H a y a shi e t al .
3 6)
a n d N a g a o e t al .

2 2)
r e p o r t e d t h a t

t h e r e w a s n o r el a ti o n s hip b e t w e e n p 5 3 a b n o r m aliti e s

a n d th e p r e s e n c e of H B V o r H C V i nf e c ti o n of H C C s .

H o w e v e r
,
t h e i r H B V n e g a ti v e a n d H C V n e g a ti v e

c a s e s c o n t ain ed H C V p o siti v e a n d H B V p o siti v e

c a s e s
,
r e s p e c ti v ely . I n o u r s t u d y , t h e p a ti e n t s of H C C s

w it h H B V a n d/ o r H C V s h o w e d a hig h e r i n cid e n c e of

p 5 3 o v e r e x p r e s si o n (3 9 %) th a n th o s e i n f e c t e d b y

n eith e r ( P - 0 .00 3) . T hi s r e s ult w a s c o n si st e n t wi t h

t h e r e s ult s of o t h e r s .
2 6

,
3 7

･
5 0) T hi s c o r r el a ti o n m a y b e

e x p l ai n e d b y t h e f a ct th at th e f o r m a ti o n of s t a ble

n o n f u n c ti o n al c o m pl e x e s b e t w e e n vi r al p r o t ei n s a n d

p 5 3 p r o t ei n c o n t rib u t e s t o th e f u n cti o n al i n a c ti v ati o n

of th e p 5 3 g e n e a n d p 53 p r o t ei n st a bili z a ti o n .

3 ･ 2 7)

M o r e o v e r
,
W a n g e t al .

5 1 )
s u g g e st ed th a t th e in h ib iti o n

of p 5 3
- m e di a t e d a p o p t o si s b y H B x m a y c o n t rib u t e t o

t h e d e v el o p m e n t of h u m a n H C C . H o w e v e r
,
th e

d e t ail e d m e ch a n is m s of c ell u l a r t r a n sf o r m a ti o n i n -

d u c e d b y H C V r e m a in u n k n o w n a n d r e q ui r e f u rt h e r

i n v e s ti g ati o n .

N o si g n ifi c a n t di ff e r e n c e w a s o b s e r v e d b e t w e e n p 5 3

L I > 1 % a n d cli nic o p at h o l o g ic al f a c t o r s . H o w e v e r
,

c ell p r olif e r ati o n a n d his t ol o g i c a l g r a d e s of H C C a r e

i m p o r t a n t f o r th e m a n a g e m e n t of p a ti e nt s . A p 5 3

o v e r e x p r e s si o n g r o u p o f m o d e r a t ely diff e r e n ti a t e d

H C C s sh o w e d a sig ni丘c a n tl y hi gh e r K i-6 7 L I th a n th e

p 5 3 n o n
- o v e r e x p r e s si o n g r o u p ( P < 0 .0 3 . T abl e 3) . I n

o t h e r h ist o l o gi c al g r a d e s o f H C C , t h e c o r r el a ti o n of

p 5 3 o v e r e x p r e s si o n a n d K i167 LI w a s n o t sig nifi c a n t

b e c a u s e of th e s m all n u m b e r of c a s e s . T hi s c o r r el a-

ti o n sh o uld b e s t u di ed i n th e f u t u r e b y i n c r e a si n g th e

n u m b e r of c a s e s .

F r o m t h e s e d a t a
,
w e c a n c o n cl u d e t h a t p 5 3 o v e r e x

-

p r e s si o n of H C C s i s d e丘n ed a s p 5 3 L I > 1 % , a n d t h at

t h e o v e r e x p r e s si o n is s t r o n g ly r el a t e d t o v i r al i nf e c-

ti o n a n d t h e c ell p r olif e r a ti v e a cti vit y of m o d e r a t ely

di ff e r e n ti at e d H C C s b u t n o t t o t u m o r i n v a siv e n e s s .

A c k n o w l e d g m e n t s . T h e a ll th o r s th a n k M r . R y o Y o s h id a ,

M r . N a o y u k i Y a m a g u c h i , M s . A y a S a t o , a n d M s . Y o k o

E n d o f o r th ei r t e c h n i c al a s si st a n c e .

R E F E R E N C E S

1) I s o b e M , E m a n u e l B S , G i v o I D , O r e n M , C r o c e C M :

L o c ali z a ti o n o f g e n e f o r h u m a n p 5 3 t u m o u r a n ti g e n

t o b a n d 1 7 p 1 3 . N a t u r e 3 2 0 : 8 4- 8 5 , 1 9 8 6 .

2) B a k e r S J , F e a r o n E R , N i g r o J M , H a m il t o n S R ,

P r ei si n g e r A C , J e s s u p J M , V a n t u i n e n P , L e d b e t t e r

D H
,
B a r k e r D F

,
N a k a m u r a Y

,
W h it e R

,
V o g e l s t ei n

B : C h r o m o s o m e 1 7 d e l e ti o n s a n d p5 3 g e n e m u t a ti o n s

i n c o l o r e c t a l c a r c i n o m a s . S ci e n c e 2 4 4 : 2 1 7- 2 2 1 , 1 9 8 9 .

3 ) L e v i n e A J , M o m a n d ∫
,
F i n l a y C A : T h e p 5 3 t u m o u r

s u p p r e s s o r g e n e . N a t u 71 e 3 5 1 : 4 5 3- 4 5 6 , 1 9 9 1 .

4 ) L e v i n e A J : p 5 3 , t h e c ell u l a r g a t e k e e p e r f o r g r o w t h

a n d d i v i si o n . C e ll 8 8( 3) : 3 2 3- 3 3 1 , 1 9 9 7 .

5 ) H o ll st ei n M , S i d r a n s k y D , V o g el st ei n B , H a r ri s C C :

p 5 3 m u t a ti o n s i n h u m a n c a n c e r s . S ci e n c e 2 5 3 : 4 91 5 3 ,
1 9 9 1 .



6)

7)

8)

9)

1 0)

l l)

1 2)

1 3)

1 4)

1 5)

1 6)

1 7)

1 8 )

1 9)

2 0)

O b a s h i Y
,
W a t a n a b e R

,
Aji o k a Y , H a t a k e y a m a K :

p 5 3 i m m u n o st ai n i n g d i s ti n g u i s h e s m a lig n a n t f r o m

b e n ig n l e si o n s o f th e g a ll
- bl a d d e r . P a th oI I n t 4 5 : 5 8-

6 5
,
1 9 9 5 .

N a k a g a w a S , W a t a n a b e H , A ji o k a Y , N i s h i k u r a K ,
H i t o m i ∫, H a t a k e y a m a K : A r c hi v a l a n a l y si s o f 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 g e n e ti c m u t a ti o n i n e s o-

p h a g e a l s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a . A ct a M e d B i o1

4 4( 2) : 6 3- 6 9 , 1 9 9 6 .

Y o k o y a m a N , H it o m i ∫, W a t a n a b e ≡ , Aji o k a Y ,
P r u y a s M , S e r r a i , S h i r a i Y , H a t a k e y a m a K : p 5 3

m u t a ti o n s ill g all bl a d d e r c a r ci n o m a s i n h i g h i n c i -

d 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 ol o g y B i o m w k e r s & P r e v e n ti o n 7 : 2 9 7- 3 0 1 ,
1 9 9 8 .

K u w a b a r a A
,
Aji o k a Y , W a t a n a b e H , Y a s u d a K ,

S a it o H
,
M a t s u d a K

,
K iji m a H , H a t a k e y a m a K :

A lt e r a ti o n o f p 5 3 cl o n a lit y a c c o m p a n i e d w it h c ol o r
-

e c t al c a n c e r p r o g r e s si o n . h n I C a n c e r R e s 8 9 : 4 01
4 6

,
1 9 9 8 .

L a n e D P
,
C r a w f o rd L V : T a n ti g e n i s b o u n d t o a h o st

p r o t e i n i n S V 4 0 t r a n sf o r m e d c e ll s . N a t u 71e 2 7 8 : 2 6 ト

26 3
,
1 9 7 9 .

Y e w P R , B e r k A J : I n h ibiti o n o f p 5 3 t r a n s a c ti v a ti o n

r e q u i r e d f o r t r a n s f o r m a ti o n b y a d e n o v i r u s e a rl y l B

p r o t e i n . N a t u r e 3 5 7 : 8 2- 8 4 , 1 9 9 2 .

W e r n e s s B A
,
L e v i n e A J , H o w l e y P M : A s s o ci a ti o n

o f h u m a n p a p ill o m a v i r u s t y p e s 1 6 a n d 1 8 E 6 p r o
-

t ei n s w ith p 5 3 . S c i e n c e 2 4 8 : 7 6- 7 9 , 1 9 9 0 .

F eit el s o n M A
,
Z h u M

,
D u a n L X

,
L o n d o n W T :

H e p a ti ti s B x a n ti g e n a n d p 5 3 a r e a s s o ci a t e d i n v it r o

a n d i n li v e r ti s s u e s f r o m p a ti e n t s w it h p ri m a r y

h e p a t o c ell u l a r c a r c i n o m a . O n c o g e n e 8 : 1 1 0 9- 1 1 1 7 ,

1 9 9 3 .

M o m a n d ∫
,
Z a m b e t ti G P

,
0 1 s o n D

,
G e o r g e D L ,

L e v i n e A J : T h e m d m - 2 o n c o g e n e p r o d u c t f o r m s a

c o m p l e x w it h t h e p 5 3 p r o t ei n a n d i n h ibi t s p 5 3
-

m e d i a t e d t r a n s a c ti v a ti o n . C e ll 6 9 : 1 2 3 71 1 2 4 5 , 1 9 9 2 .

V o g el st e i n B , K i n z l e r K W : p 5 3 f u n c ti o n a n d d y s f u n
-

c ti o n . C ell 7 0 : 5 2 31 5 2 6 , 1 9 9 2 .

R o v i n s k i B
,
B e n c h i m o I S : I m m o rt a li z a ti o n ()f r a t

e m b r y o 丘b r o b l a s t s b y th e c ell u l a r p5 3 o n c ( ) g e n e .

O n c o g e n e 2 : 4 4 5- 4 5 2 , 1 9 8 8 .

R a n g Y K , R i m C J , K i n W H , R i m H O , R a n g G H ,

K i m Y I : p 5 3 m u t a ti o n a n d o v e r e x p r e s si o n i n h e
-

p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a a n d d y s pl a sti c n o d u l e s i n th e

li v e r . V i r c h o u ) s A r c h 4 3 2 : 2 7- 3 2 , 1 9 9 8 .

V o l k m a n n M
,
H o f m a n n W J , M ull e r M , R a t h , O tt o

G
,
Z e n t g r a f H , G a ll e P R : p 5 3 o v e r e x p r e s si o n i s

f r e q u e n t i n E u r o p e a n h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a a n d

l a r g e ly i n d e p e n d e n t o f th e c o d o n 2 4 9 h o t sp o t m u t a
-

ti o n . O n c o g e n e 9 : 1 9 5- 2 0 4 , 1 9 9 4 .

Oj a n g u r e n I , A ri z a A , C a s t e ll a E M , F e r n a n d e z-
V a s a l o A

,
M a t e J L , N a v a s- P a l a ci o s JJ : p5 3 i m

-

m u n o r e a c ti v i t y i n h e p a t o c e ll u l a r a d e n o m a , f o r c a l

n o d u l a r h y p e r pl a si a , c i r r h o si s a n d h e p a t o c ell u l a r

c a r c i n o m a . H i st op a th ol o g y 2 6 : 6 3- 6 8 , 1 9 9 5 .

S k o p elit o u A , H a dji y a n n a k i s M , A l e x o p o u l o u V ,

K a m i n a S
,
K ri k o n i 0

,
A g n a n ti s N J : p 5 3 e x p r e s si o n

p 5 3 P r o t ei n O v e r e x p r e s si o n i n H C C 5 9

i n h e p a t o c ell u l a r c a r c i n o m a i n G r e e c e c o r r el a ti o n

w it h e pi d e m i o l o gi c a l a n d h i s t o p a t h o l o g i c a l d a t a .

P a th R e s P 71 a Ct 1 9 2 : 1 1 0 0- 1 1 0 6 , 1 9 9 6 .

2 1) N a k o p o u l o u L , J a n i n i s ∫, G i a n n o u p o u l o u I , L a z a ri s

A C
,
K o u r e a s A

,
Z a c h a r o u li s D : I m m u n o h i s t o -

c h e m i c al e x p r e s si o n o f p 5 3 p r o t ei n a n d p r olif e r a ti n g

c e ll ll u C l e a r a n ti g e n i n h e p a t o c e ll u l a r c a r c i n o m a .

P a th R e s P r a ct 1 9 1 : 1 2 0 8- 1 2 1 3 , 1 9 9 5 .

2 2) N a g a o T , K o n d o F , S a t o T , N a g a t o Y , K o n d o Y :

I m m u n o hi st o c h e m i c al d e t e c ti o n o f a b e r r a n t p 5 3

e x p r e s si o n i n h e p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a : c o r r el a ti o n

w it h c e ll p r olif e r a ti v e a c ti v it y i n d i c e s , i n c l u d i n g

mi t o ti c i n d e x a n d M I Bll i m m u n o s t a i n i n g . H u m

P a th o1 2 3 : 3 2 6- 3 3 3 , 1 9 9 5 .

2 3) L i v n i N , E i d P , Il a n Y , R i v k i n d A , R o s e n m a n n E ,

B l e n di s L M
,
S h o u v a l D

,
G a l u n E : p 5 3 e x p r e s si o n i n

p a ti e n t s w it h ci r r h o si s w it h a n d w it h o u t h e p a t o c e l-
1 u l a r c a r ci n o m a . C a n c e r 7 5 : 2 4 2 01 2 4 2 6 , 1 9 9 5 .

2 4) D
'

E r ri c o A
,
G rig i o n i W F , F i o r e n ti n o M , B a c c a ri n i P ,

G r a zi G L
,
M a n c i n i A M : O v e r e x p r e s si o n o f p 5 3

p r o t ei n a n d K i 6 7 p r olif e r a ti v e i n d e x i n h e p a t o c e l-
1 u l a r c a r c i n o m a : A n i m m u n o h i st o c h e m i c al st u d y o n

l O 9 I t a li a n p a ti e n t s . P a th oI I n t 4 4 : 6 8 2- 6 8 7 , 1 9 9 4 .

2 5) C h o i S W ,
H y ti r o gl o u P , °ell e r S A , K i m S M , C h u n g

K W
,
P a r k D H

,
T h ei s e N D

,
T h u n g S N : T h e e x p r e sI

si o n o f p 5 3 a n ti g e n i n p r l m a r y m a li g n a n t e p it h e li a l

t u m o r s o f t h e li v e r : a n i m m u n o hi st o c h e m i c a l st u d y .

L i u e r 1 3 : 1 7 2-1 7 6 , 1 9 9 3 .

2 6) L a u r e n t - P u i g P , F l ej o u J F , F a b r e M , B e d o s s a P ,
B el g h i ti ∫, G a y r a l F , F r a n c o D : O v e r x e p r e s si o n o f

p 5 3 : a r a r e e v e n t i n a l a r g e s e ri e s o f w h it e p a ti e n t s

wi th h e p a t o c e ll u l a r c a r c i n o m a . H eP a t o l o g y 1 6 : 1 1 7 1-
l 1 7 5

,
1 9 9 2 .

2 7 ) B o u r d o n J C , D
'

e r ri c o A
,
P a t e rli n i P

,
W a lt e r G

,
M a y

E
,
D e b u i r e B : p 5 3 p r o t ei n a c c o m u l a ti o n i n E u r o p e a n

h e p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a i s n o t al w a y s d e p e n d e n t

o n p 5 3 g e n e m u t a ti o n . G a st r o e n t r o l o g y 1 0 8 : 1 1 7 6-
l 1 8 2

,
1 9 9 5 .

2 8 ) N g I O , L a i E C , C h a n A S , S o M I( : O v e r e x p r e s si o n o f

p 5 3 i n h e p a t o c ell u l a I
･

C a r C il1 0 m a S : a Cli n i c o p a th
-

ol o gi c a l a n d p r o g n o s ti c c o r r el a ti o n . I G a st r o e n t e r o I

H eP a t o 1 1 0 : 2 5 0- 2 5 5 , 1 9 9 5 .

2 9 ) H s u H C , T s e n g H J , L ai P L , L e e P H , P e n g S Y :

E x p r e s si o n o f p 5 3 g e n e i n 1 8 4 u n if o c a l b e p a t o c el-
1 u l a r c a r c i n o m a : A s s o ci a ti o n w i th t u m o r g r o w th

a n d i n v a si v e n e s s . C a n c e r R e s 5 3 : 4 6 9 11 4 6 9 4 , 1 9 9 3 .

3 0) H s u I C , M e t c alf R A , S u n T , W el s h J A , W a n g N J ,

Ⅲ a r ri s C C : M u t a ti o n al h o t s p o t i n th e p 5 3 g e n e i n

h u m a n h e p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a s . N a t u r e 3 5 0 : 4 2 7-
4 2 8

,
1 9 9 1 .

3 1) B r e s s a c B , K e w M , W a n d s J , O z t u r k M : S el e c ti v e G

t o T m u t a ti o n s o f p 5 3 g e n e i n h e p a t o c e ll u l a r c a r
-

ci n o m a f r o m s o u th e r n A f ri c a . N a t u r e 3 5 0 : 4 2 91 4 3 1 ,
1 9 9 1 .

3 2) L u n n R M , Z h a n g Y J , W a n g L Y , C h e n C J , L e e P H ,

L e e C S
,
T s ai W Y

,
S a n t ell a R M : p 5 3 m u t a ti o n s ,

c h r o ni c h e p a ti ti s B vi r u s i n f e c ti o n , a n d a fl a t o x i n

e x p o s u r e i n h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a i n T a i w a n .

C a n c e r R e s 5 7 : 3 4 7 1- 3 4 7 7 , 1 9 9 7 .
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3 3 ) C h a ll e n C , L u n e c ∫, W a r r e n W , C o lli e r ∫, B a s s e n di n e

M F : A n al y si s o f p 5 3 t u m o r- s u p p r e s s o r g e n e i n h e-

p a t o c e ll u l a r c a r ci n o m a s f r o m B ri t a i n . H ep a t o l o g y

1 6 : 1 3 6 2- 1 3 6 6 , 1 9 9 2 .

3 4 ) K r e s s S , J a h n U R , B u c h m a n n A , B a n n a s c h P
,

S c h w a r z M : p5 3 m u t a ti o n s il l h u m a n h e p a t o c e ll u l a r

c a r c i n o m a s f r o m G e r m a n y . C a n c e r R e s 5 2 : 3 2 2 0-
3 2 2 3

,
1 9 9 2 .

3 5 ) D e b u i r e B , P a t e rli n i P , P o n ti s s o P , B a s s o G , M a y E :

A n a l y s I S O f th e p 5 3 g e n e i n E u r o p e a n h e p a t o c e ll u l a r

c a r c i n o m a s a n d h e p a t o b l a s t o m a s . O n c o g e n e 8 : 2 3 0 3-
2 3 0 6

,
1 9 9 3 .

3 6 ) H a y a s h i H , S u gi o K , M a t s u m a t a T , A d a c h i E ,

T a k e n a k a K
,
S u g i m a c h i K : T h e c li n i c al si g n i丘c a n c e

o f p 5 3 g e n e m u t a ti o n i n h e p a t o c e ll u l a r c a r c i n o m a s

f r o m J a p a n . H ep at ol o g y 2 2 (6 ) : 1 7 0 2- 1 7 0 7 , 1 9 9 5 .

3 7 ) T e r a m o t o T , S a t o n a k a K , K i t a z a w a S , F uji m o ri T ,

H a y a s h i K , M a e d a S : p 5 3 g e n e a b n o r m a li ti e s a r e

c l o s el y r e l a t e d t o h e p a t o v i r al i n f e c ti o n s a n d o c c u r a t

a l a t e s t a g e o f h e p a t o c a r c i n o g e n e si s . C a n c e r R e s 5 4 :

2 3 1- 2 3 5 , 1 9 9 4 .

3 8 ) E g g el H : U e b e r d a s p ri m a r e C a r c i n o m a d e r L e b e r .

B e it r I P a th A n a t u I allg e m P a th o 1 3 0 : 5 0 6- 6 0 4 ,
1 9 0 1 .

3 9) K a n ai T , H i r o h a s h i S , U pt o n M P , N o g u c h i M , K i s h i

K
,
M a k u u c h i M

,
Y a m a s a k i S

,
H a s e g a w a 冗 ,

T a k a y a s u K , M o riy a m a N , S h i m o s a t o Y : P a th o l o g y

o f s m a ll h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a . C a n c e r 6 0 : 8 1 0

- 8 1 9 , 1 9 8 7 .

4 0) L i v e r C a n c e r S t u d y o f J a p a n : T h e G e n e r a l R u l e s f o r

th e C li n i c a l a n d P a th o l o gi c a l S t u d y o f P ri m a r y

L i v e r C a n c e r ( e d 3) . K a n e h a r a P u bli c a ti o n s , T o k y o ,

J a p a n , 1 9 9 2 .

4 1) E d m o n d s o n H A , S t ei n e r P E : P ri m a r y c a r ci n o m a o f

th e li v e r : A st u d y o f 1 0 0 c a s e s a m o n g 4 8 ,9 0 0 n e c r o p-
si e s . C a n c e r 7 : 4 6 2- 5 0 3 , 1 9 5 4 ,

4 2) S h i S R , K e y M E , K a l r a K L : A n tig e n r e t ri e v a l i n

f o r m a li n e- fi x e d , p a r afもn- e m b e d d e d ti s s u e : A n e n h a n-
c e m e n t m e th o d f o r i m m u rl O h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g

b a s e d o n l n i c r o w a v e o v e n h e a ti ll g O f ti s s u e s e c ti o n s .

J H i st o c h e m C yt o c h e m 3 9 : 7 4 1- 7 4 8 , 1 9 9 1 .
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