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S u m m a r y . L P I B M 5 m u ri n e l e u k e m i a v i r u s i s k n o w n t o

i n d u c e m u ri n e a c q u i r e d i m m u n o d e 丘ci e n c y s y n d r o m e

( M A I D S) . W e h a v e s h o w n t h a t a d o p ti v e l y t r a n s f e r r e d
s pl e e n c e ll s o f M A I D S m i c e c a n i n d u c e i n 瓜a m m a t o r y

b o w e l di s e a s e (I B D) - li k e c oli ti s
,
w h i c h w e t e r m e d

"

M A I D S c o li ti s
”

, i n n u d e m i c e . A lt h o u g h 5
･ a m i n o -

s ali c yli c a ci d (5 ･ A S A
,
m e s a l a zi n e) i s cli n i c all y u s e d f o r

s u c c e s s f u l t r e a t m e n t f o r I B D
,
i t s p r e ci s e m e c h a n i s m

r e m ai n s l a r g el y u n k n o w n . T o r e v e a l t h e etr e ct a n d

m e c h a n i s m o f 5 - A S A t r e a t m e n t f o r o u r c o liti s m o d e l
,

f o u r - w e e k -

o l d C 5 7 B I J/ 6 ( B 6) m i c e w e r e i n o c u l a t e d

i n t r a p e rit o n e all y w it h L P I B M 5 ; 8 w e e k s a f t e r i n f e c
-

ti o n
,
1 y m p h n o d e c ell s f r o m t h e m i c e w e r e t r a n s f e r r e d

i n t o B 6 n u d e m i c e i n t r a p e r it o n e a ll y t o i n d u c e M A I D S

c o li ti s . T h e m i c e w e r e g r o u p e d a s f oll o w s : G r o u p 1 ,

M A I I) S c o li ti s m i c e ; G r o u p 2 , M A I D S c o liti s mi c e t r e a t ･

e d w it h o n l y s o di u m c a r b o x y m e t h y l c ell u l o s e ( C M C )
e n e m a ; G r o u p 3 , M A I D S c o li ti s m i c e t r e a t e d w it h 5

-

A S A a n d C M C b y e n e m a e v e r y d a y a f t e r C e ll t r a n s f e r ;

G r o u p 4 , C o n t r o l B 6 n u d e m i c e t r e a t e d w it h C M C

e n e m a . F o u r t o si x w e e k s a f t e r c e ll t r a n s f e r , 4 m i c e o f

e a c h g r o u p w e r e k ill e d a n d t h e c o l o n w a s r e m o v e d f o r

f u r t h e r a n a l y s e s ･ T h e e x p r e s si o n o f i n t e r f e r o n
･

γ a n d

i n t e rl e u k i n - 1 0 p r o t ei n w a s d e t e c t e d b y a d o u bl e c ol o r
-

s t a i n i n g l m m u n O fl u o r e s c e n c e t e c h n i q u e . M A I D S c o liti s

m i c e s h o w e d di a r r h e a a n d a b l o o d y s t o ol . U I c e r a ti v e

c oli ti s ( U C) -li k e c oli ti s l e si o n s w e r e o b s e r v e d h i s -

t o l o gi c a ll y , a s e v i d e n c e d b y c ell ul a r i n 丘I t r a ti o n i n t h e

m u c o s a l a n d s u b m u c o s a l l a y e r s c r y p t a b s c e s s a n d e r o
-

si o n s o f t h e c ol o n . I n c o n t r a st
,
t h e n u m b e r o f i n 丘1 t r a t ･

i n g c ell s w a s d e c r e a s e d i n t h e c o l o n o f M A I D S c o liti s

m i c e t r e a t e d w it h 5 - A S A e n e m a . E s p e ci a ll y , M a c
- 1
十
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,
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,
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,
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2 5

c e ll s ( m ai n l y m a c r o p h a g e s) a n d C D 4 p o siti v e c e ll s t h a t
w e r e p o siti v e f o r I F N

-

γ o r I し 1 0 w e r e r e d u c e d i n t h e

c o l o n o f M A I D S c o li ti s m i c e u n d e r g o i n g a 5
- A S A

e n e m a ･ C o liti s d i d n o t d e v el o p i n t h e c o n t r o l m i c e . T h u s
,

5 - A S A e n e m a i s d r e c ti v e f o r M A I D S c o li ti s a s w ell a s

h u m a n I B I) . O n e o f t h e t h e r a p e u ti c et r e c t s o f 5 - A S A o n

I B D m i g h t b e t h e s u p p r e s si o n o f m a c r o p h a g e s a n d C I) 4
＋

T l y m p h o c y t e s i n t h e c o l o n .

K e y w o r d s - 5 - a mi n o s a li c y cli c a c id , i n fl a m m a t o r y b o w el
d i s e a s e

,
u l c e r a ti v e c ()li ti s

,
m u ri n e A I D S

,
L P - B M 5 m u ri n e

l e u k e m i a v i r u s .

I N T R O D tJ C T I O N

I n fl a m m a t o r y b o w el dis e a s e s (I B D) , w hi c h a r e m ai nl y

c o m p o s e d of ul c e r a ti v e c oliti s ( U C) a n d C r o h n
'

s dis -

e a s e (C D) , a r e c h r o ni c i n fl a m m a t o r y dis o r d e r s of th e

g u t w it h a n u n k n o w n e ti ol o g y . T o r e v e al t h e eti o -

p a th o g e n e si s a n d p a t h o p h y si ol o g y of I B D , m a n y

a n i m al m o d els h a v e b e e n d e v el o p ed , i n cl u di n g i n t e r

le u k i n (I L) - 2 1 d efi ci e n t m ic e
l)
,
T G F -

β1
- d e丘cie n t m i c e

2
,
3)
,

a n d S C I D m ic e t h a t h a v e b e e n t r a n sf e r r e d w it h

C D 45 R B h ig h T c ells 4) . A n al y s e s of t h e s e m i c e h a v e

st r o n g ly s u g g e st e d th at a s t r o n g p ol a ri z a ti o n of

m u c o s al T c ell r e s p o n s e s al o n g eit h e r T h l o r T h 2

p a th w a y c a n r e s ult i n I B D , a n d th at a m o n g t h e m a n y

c y t o k i n e s , I F N -

γ a n d Iし 10 pl a y a k e y r o le i n th e

p a th o g e n e si s o f I B D . T h e s e m o d el s h a v e b e e n als o

u s ed t o d e v el o p a n e w t h e r a p e uti c a p p r o a c h t o I B D .

F o r e x a m p l e , a n ti
-i n fl a m m a t o r y c y t o ki n e , I L 1 1 0 h a s

b e e n s h o w n t o pl a y a p r o t e c ti v e r ol e i n I B D b y th e

g e n e r a ti o n of I L -1 0 d e丘ci e n t m i c e t h a t s p o n t a n e o u sly

d e v el o p I B D
5 )

. W ith t h e s e e x p e ri m e n t al b a c k g r o u n d s ,



2 6 T ,
A I B A e t al ∴

I L -1 0 h a s b e e n u s ed f o r p a ti e n t s w it h C D a n d U C , a n d

g o o d cli n i c al o u t c o m e s h a v e b e e n r e p o r t ed
6)

･ T h u s
,

a ni m al m o d el s f o r I B D a r e p o w e rf ul t o ols f o r st u d y
-

1 n g I B D .

T h e L P - B M 5 m u ri n e l e u k e m i a v i r u s ( M u L V ) i s a

r et r o vi r u s t h a t is k n o w n t o i n d u c e m u ri n e a c q ui r e d

i m m u n o d e丘ci e n c y s y n d r o m e ( M A I D S)
7)

. W e h a v e

p r e v i o u sl y r e p o r t e d t h at s y s t e m i c e x o c ri n o p a th y

r e s e m b li n g Sjそうg r e n
'

s s y n d r o m e (Sj S) w a s i n d u c e d i n

th e vi r u s -i n f e c t ed m i c e
8)

. I n a d diti o n
,
n u d e m ic e

i n o c ul a t e d w ith ly m p h n o d e c ell s f r o m m i c e w it h

M A I D S d e v el o p e d I B D-lik e c olitis , w hic h w e t e r m e d
`

M A I D S c olitis
'

,
a s w ell a s Sj S

-lik e e x o c ri n o p at h y
9)

.

H i st o p a t h ol o gi c ally , M A I D S c olitis m i m i c s U C w it h

a n i n 丘1t r a ti o n o f in fl a m m a t o r y c ells i n t o th e m u c o s al

a n d s u b m u c o s al l a y e r s of th e c ol o n , m u c o s al e r o si o n ,

a n d h y p e r p l a si a of e p it h eli al c ells . I n t h e c ol o n of

M A I D S c olitis
,
T h 2 t y p e C D 4

＋ T c ells p r ed o m i n a t e d

()v e r T h ュ ty p e C D 4
十 T c ells

,
a n d I F N -

γ o r I L-10

p o siti v e m a c r o p h a g e s w e r e als o d e t e c t e d , e s p e ci all y

b e n e a t h t h e e r o d e d e p ith eli al l e si o n s o f t h e c ol o n
l O)

. I n

o u r c olitis m o d el
,
M a c - 1 十 m a c r o p h a g e s th at p r o d u c e

b ot h I F N -

γ a n d Iし1 0 m i g h t pl a y a c r u ci al r ol e i n th e

p a th o g e n e sis o f c oliti s i n c o m bi n ati o n w it h C D 4
十 T

c ells
l O)

.

S al a z o s u lp h a p y rid n e (S A S P) is w id ely u s e d a s a

m a in s t a y f o r th e t r e a t m e n t of i n fl a m m at o r y b o w el

di s e a s e . T h e c o m p o u n d is c h a r a c t e ri z e d b y th e a z o

li n k a g e of s ulp h a p y ridi n e (S P) a n d m e s al a z i n e (5
-

a m i n o s ali c y li c a cid ; 5 - A S A)
l l)

. 5-A S A i s t h o u g h t t o b e

t h e a c ti v e c o m p o n e n t of S A S P , w hil e S P is c o n sid-

e r e d t o b e r e s p o n sib le f o r a d v e r s e r e a c ti o n s s u ch a s

m a l ais e
,
n a u s e a

,
a b d o m i n al dis c o m f o rt

,
a n d h e a d -

a ch e l l , 1 2 ) . M e s al a zi n e m ic r o g r a n ul e s (P e n t a s a
R

) is a

5 - A S A p r e p a r a ti o n i n t h e f o r m of m ic r o g r a n ul e s

c o at e d w it h e t h y lc ell u l o s e
1 2)

. T his f o r m e n s u r e s t h e

c o nt r oll e d r el e a s e o f 5 - A S A f r o m t h e s m all i n t e sti n e

rig h t t h r o u g h t o t h e r e c t u m .
P e n t a s a h a s r e c e n tly

b e e n i n t r o d u c e d a n d a p p r o v e d a s a t r e at m e n t f o r U C

i n m a n y c o u n t ri e s , a n d h a s b e e n r e p o r t e d t o b e a s

eff e c ti v e a s s ulp h a s al a zi n e
1 3

,
1 4)

. M e t a - a n aly s ts b y

M a r sh all a n d l r vi n e s u g g e s t s t h at r e ct al 5- A S A is a s

e 飽c a ci o u s a s r e ct al c o r tic o st e r oid s f o r alle v i a tin g

th e dis e a s e a n d is b et t e r t h a n r e c t al c o r ti c o st e r oid s

f o r i n d u ci n g r e m is si o n
1 5 )

. H o w e v e r
,
t h e m e c h a ni s m of

a cti o n o f t h e d r u g h a s n o t b e e n f u lly c l a ri丘e d .

I n t his s t u d y w e a n al y z e d t h e eff e c t of 5 - A S A

e n e m a i n th e c ol o n of M A I D S c olitis m o d el m ic e

u si n g t h e d o u bl e
- c ol o r i m m u n o fl u o r e s c e n c e (I F) t e ch -

n iq u e i n o r d e r t o el u cid a t e t h e m e c h a n is m o f t h e

a cti o n of t his d r u g .

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

A n i m als

F e m al e C 5 7 B L /6 ( B 6) m i c e w e r e p u r ch a s ed f r o m

C h a rl e s Ri v e r J a p a n ( A t s u gi , K a n a g a w a , J a p a n) . T h e

B 6 n u d e m i c e w e r e p r o vid e d b y D r . N o ri m it s u S at o o f

t h e A n i m al C e n t e r
,
N ii g a t a U n i v e r sit y S c h o o l of

M e dici n e . A ll m i c e w e r e m ai n t ai n e d a t t h e s a m e

a ni m al c e n t e r u n d e r s p e ci丘c p at h o g e n -f r e e c o n diti o n s .

A ll a ni m al e x p e ri m e n t s w e r e p e rf o r m e d a c c o r di n g t o

th e
"

G u id e f o r A n i m al E x p e ri m e n t s
”

of t h e N ii g a t a

U n i v e r sit y S c h o ol of M e dici n e .

V ir u s

L P - B M 5 M u L V w a s p r e p a r e d f r o m th e s u p e r n a t a n t

of cl o n ed G 6 c ells i n f e c t e d w it h t h e r et r o vi r u s . A

t w e n t y
-f o u r-h o u r c u lt u r e s u p e r n at a n t of G 6 c e11s

c o n t ai n ed a p p r o x i m a t ely 5 ×1 0
4

p l a q u e -f o r m l n g u nit s

p e r m illilit e r o f e c o t r o pi c vi r u s , a s d e t e r m i n e d b y X C

pl a q u e a s s a y . A liq u o t e s c o n t ai n l n g t h e v i r u s w e r e

st o r e d a t - 8 0 ℃ u n til u s e . F o r t h e i nf e c ti o n , 4 - w e e k-

old B 6 m ic e w e r e i n o c ul a t e d i n t r a p e rit o n e all y w it h

0 .3 m l of th e s t o c k s ol u ti o n of L P - B M 5 M u L V .

I n d u c ti o n of M A I I) S a n d MこA I D S c oliti s

F o u r- w e e k- old B 6 f e m al e m i c e w e r e i nj e c t e d

i n t r a p e rit o n e ally w it h 0 .3 m l of L P - B M 5 M u L V v i r u s

st o c k s ol u ti o n . I n d u c ti o n of M A I D S w a s c o n fi r m e d

w h e n t h e m i c e d e v el o p e d s p l e n o m e g aly a n d g e n e r a レ

i z e d l y m p h a d e n o p a t h y . E i g h t w e e k s aft e r t h e v i r al

in o c ul a ti o n
,
m i c e w it h M A I D S w e r e k ill ed b y c e r -

v ic al di sl o c a ti o n u n d e r e th e r a n e st h e si a
,
a n d th ei r

l y m p h n o d e s w e r e c olle ct e d . T h e l y m p h n o d e s w e r e

p r e s s e d a n d p a s s ed t h r o u g h a st e el m e s h , a n d t h e c ell

s u s p e n si o n w a s t r a n sf e r r e d i n t r a v e n o u sl y t o 10 - t o

1 3- w e e k - old f e m ale B 6 n u d e m ic e at a d o s e of 5 ×1 0
7

ly m p h n o d e c ells p e r h e a d . S y m p t o m s of c olitis s u c h

a s di a r r h e a a n d a n al bl e e di n g w e r e o b s e r v e d 4 w e ek s

aft e r c ell t r a n sf e r
,
a n d all t h e m i c e di ed w ithi n 6

w e e k s aft e r c ell t r a n sf e r . Fi v e t o 6 w e e k s af t e r th e

c ell t r a n sf e r
,
t h e m i c e w e r e kill e d a n d th eir c ol o n s

r e m o v e d f o r f u r t h e r a n al y si s . A g e - a n d s e x - m a t ch e d

B 6 n u d e m i c e t h a t h a d r e c ei v e d 5 × 10 7 ly m p h n o d e

c ells f r o m B 6 m i c e a n d u n t r e a t e d B 6 n u d e m ic e w e r e

u s e d a s c o n t r ols . F o u r m i c e w e r e a n aly z ed f o r e a c h

g r o u p , a n d all t h e e x p e ri m e n t s w e r e r e p e a t e d th r e e o r

f o u r ti m e s .

E x p e ri m e n t al d e si g n

T h e m i c e w e r e di vid e d i n t o 4 g r o u p s a s f oll o w s : 1)
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Fi g ･ 1 ･ T h e e ff e c t s o f a 5- a mi n o s a li c y c li c a c id e n e m a o n t h e s y s t e m i c a n d c ol o n i c in fl a m m a ti o n
i n M A I D S c oliti s m i c e ･ S p l e e n i n d e x a n d c o l o n i n d e x w e r e c a l c u l a t e d a s s p l e e n w e ig h t ( m g)/ b o d y
w e ig h t ( g) , a n d c o l o n w ei g h t ( m g)/ b o d y w e i gh t (i ) , r e s p e c ti v e l y .

*

, p < 0 .0 5(S t u d e n t
'

s i t e st);
* *

, p < 0 .0 1(S t u d e n t
'

s i t e st) .

G r o u p 1 , M A I D S c oliti s i n d u c e d w ith o ut a n y e n e m a

t r e a t m e n t ; 2) G r o u p 2 , M A I D S c olitis i n d u c ed a n d

t r e a t ed w it h o n l y s o di u m c a rb o x y m et h yl c ell ul o s e

(C M C) e n e m a ; 3) G r o u p 3 , M A I D S c olitis i n d u c e d a n d

t r e a t ed w it h 5 - A S A g r a n ul e (0 .2 m g/ g B o d y W ei g h t)
a n d C M C e n e m a ; a n d 4) G r o u p 4 , B 6 n u d e m i c e gi v e n

o n ly C M C e n e m a t r e a t m e n t a n d u s e d f o r c o n t r ol .

F o u r m i c e of e a c h g r o u p w e r e k ille d a t 8 w e e k s aft e r

t h e t r a n sf e r of l y m p h n o d e c ells of M A I D S m i c e , a n d

t h ei r o r g a n s - -i n cl u di n g t h e c ol o n - - w e r e t a k e n f o r

a n aly s e s .

E v alu a ti o n o f t h e e ff e c t s o f 5 - A S A e n e m a o n t h e

s y s t e m ic a n d c o l o n i c i n fl a m m a ti o n i n t h e M A I D S

m l C e

T o a s s e s s t h e d e g r e e of s y st e m i c i n fl a m m a ti o n a n d

c oliti s
,
s pl e e n , li v e r a n d c ol o n s a m pl e s w e r e t a k e n

a n d w eig h ed t o c alc ul a t e e a c h i n d e x b y t h e f o ll() w l n g

f o r m ul a :

S pl e e n i n d e x - s pl e e n w eig h t ( m g)/b o d y w ei g h t ( g)

L iv e r i n d e x - liv e r w eig h t ( m g)/ b o d y w eig h t ( g)
C ol o n i n d e x - c ol o n w eig h t ( m g)/ b o d y w eig h t ( g)

M o n o cl o n al a n tib o di e s

F o r I F s t u di e s
,
t h e f oll o w i n g m o n o cl o n al a n tib o di e s

w e r e u s e d : a n ti - C D 4 ( cl o n e G K l .5
,
I g G 2 b) , a n tトC D 8

( cl o n e 53 -6 .7
,
I g G 2 a) , a n ti

- B 22 0 ( cl o n e R A 3 - 6 B 2
,

I g G 2 a) , a n ti - M a c -1 ( cl o n e M - 70 .1 5
,
I g G 2 b) , a n ti

-

m o u s e

I N F -

y ( cl o n e X M G l .2) , a n d a n ti
- m o u s e I L I O ( cl o n e

J E S 5 - 1 6 E 3) .

H ist o p a t h ol o g lC al e x a m i n ati o n

T i s s u e s a m p le s w e r e t a k e n f r o m th e c o l o n a n d r e c -

t u m
,
fi x e d i n l o o/. b u ff e r e d f o r m ali n , a n d t h e n e m b e d ･

d e d i n p a r afB n w a x b l o c k s . S e cti o n s 4 ji m thi c k w e r e

m a d e i n t h e u s u al w a y a n d s t ai n ed w ith h e m a t o x y li n

a n d e o si n . T h e st ai n e d s e cti o n s w e r e t h e n e x a m i n ed

b y li gh t m i c r o s c o p y .

T o a s s e s s t h e d e g r e e of c oliti s , t h e n u m b e r of

in 8 a m m at o r y c ells i n a hi g h p o w e r fi eld ( × 40 0) w e r e

c o u n t e d u n d e r a m i c r o s c o p e . C ell n u m b e r s a t t h r e e

diff e r e n t p oi n t s i n th e l a m i n a p r o p r l a Of t h e c ol o n o f

e a c h m o u s e w e r e c o u n t e d a n d th e d at a of th r e e m i c e

f r o m e a c h g r o u p w e r e c o m p a r e d st a tis ti c ally .

I F s t ai n i n g p r o c e d u r e

F r o z e n s e c ti o n s of c ol o n ti s s u e w e r e p r e p a r e d i n a

c r y o s t a t a n d st ai n e d wi th s e v e r al fl u o r e s c e n t d y e
-

c o nj u g a t e d a n ti
- m o u s e a n tib o di e s a s d e s c rib e d a b o v e .

T h e s e cti o n s w e r e o b s e r v ed b y fl u o r e s c e n c e m ic r o s c o p y .

D o u bl e I F s t ai n in g p r o c e d u r e

F o r t h e si m ult a n e o u s d e m o n st r a ti o n of c ell s u rf a c e

a n ti g e n s a n d c y t o k i n e s , a c et o n 一色Ⅹ e d f r o z e n s e cti o n s

w e r e i n c u b at e d s e q u e n ti all y wi th a bi o ti n y l a t e d a n ti -
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Fi g . 2 . T h e e ff e c t s o f a 5- a m i n o s ali c y c li c a ci d e n e m a o n t h e u l c e r a ti v e
-

c o liti s l e si o n s o f t h e c o l o n i n M A I D S c o liti s

m i c e . (A ) B 6 n u d e m i c e w it h M A I D S c o li ti s , (B ) M A I D S m i c e t r e a t e d w i th C M C e n e m a , (C ) M A I D S c oliti s m i c e t r e a t e d

w ith 5- A S A a n d C M C e n e m a , ( D ) C o n t r o l B 6 n u d e m i c e t r e a t e d o n l y w it h C M C e n e m a . ( H e m a t o x yli n e- e o si n ; o rig i n al

m a g ni丘c a ti o n x 2 0)

c ell s u rf a c e a n tig e n a n tib o d y a n d th e n w it h A l e x a
-5 9 4

( M ol e c ul a r P r o b e I n c .)
- c o nj u g a t e d a v idi n a s t h e 丘r s t

s t e p . A s t h e s e c o n d st e p , t h e s e c ti o n s w e r e i n c u b a t ed

w it h fl u o r e s c ei n (F I T C) - c o nj u g a t e d a n ti - c y t o k i n e

( m a n u s c rip t d e s c ribi n g d et ail s o f t h e m e t h o d s in

p r e p a r a ti o n) . T h e s e cti o n s w e r e o b s e r v e d b y 8 u o r e s
-

c e n c e m i c r o s c o p y . C o n t r ol s f o r t h e d o u b le s t ain i n g

w e r e p r e p a r e d b y o m it tin g th e p ri m a r y a n tib o di e s i n

th e 丘r s t o r s e c o n d st e p .

S t a ti s ti c a l a n al y si s

D a t a a r e e x p r e s s e d a s m e a n s ＋ S E . S t a tis ti c al a n a-

ly s e s w e r e p e r f o r m e d u si n g t h e u n p ai r e d S t u d e n t
'

s ～

t e st o r t h e n o n p a r a m et ri c M a n n- W hit n e y t e st .
D iff e-

r e n c e s w e r e c o n sid e r ed si g n i丘c a n t a t P < 0 .05 .
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G ro u p l G r o u p 2 G r o u p 3 G r o u p 4

F i g . 3 . T h e e ff e c t s o f a 5 -

a m i n o s a li c y c li c a cid e n e m a o n

th e n u m b e r o f c ol o n-i n 白It r a ti n g c ell s i n th e c o l o n o f

M A I D S c o liti s m i c e . T h e n u m b e r o f c o l o n -i n 丘1t r a ti n g

c e ll s w e r e c o u n t e d u n d e r h igh p o w e r m a g n i白c a ti o n f o r

th r e e d i ff e r e n t a r e a s p e r m o u s e a n d t h e d a t a f r o m t h e

g r o u p s w e r e m e a s u r e d w ith t h r e e m i c e f r o m e a c h a n d

c o m p a r e d e a c h o th e r .
*

, p < 0 .0 1 (S t u d e n t
'

s ～ t e st) .
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C li ni c al c o u r s e

N u d e m i c e w it h M A I D S c olitis ( G r o u p 1) a n d th o s e

t r e at e d w it h C M C e n e m a ( G r o u p 2) b e g a n t o sh o w

g e n e r ali z e d ly m p h a d e n o p a th y a n d h e p at o s pl e n o m e g aly
a t a b o u t t h e 1 5 th d a y , a n d r u n ti n g dis e a s e

-lik e s y m p -

t o m s s u c h a s b o d y w ei g h t l o s s , l e a n h u n c h b a c k
,

di a r r h e a
,
a n al p r ol a p s e , a n d r e c t al bl e edi n g a t a b o u t

t h e 3 0 th d a y . M A I D S c oliti s m i c e t r e a t ed w it h 5 - A S A

e n e m a (G r o u p 3) sh o w e d b o d y w ei gh t l o s s a n d g e n e r
-

ali z e d l y m p h a d e n o p a t h y a s did th e m i c e of G r o u p 1

a n d 2
,
b u t th e y sh o w e d o n ly m ild di a r r h e a . I r r e -

s p e c ti v e of t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e of t r e a t m e n t ,

M A I D S c olitis m ic e ulti m a t el y di e d of i m m u n o -

d e fi ci e n c y a t a r o u n d 50 d a y s aft e r c ell t r a n sf e r . N o n e

of t h e s e s y m p t o m s a p p e a r e d i n t h e c o n t r ol n u d e m i c e

t r e at e d w it h a C M C e n e m a (G r o u p 4) th r o u g h o u t th e

o b s e r v a ti o n p e ri od .

O r g a n w e i g h t

A s s h o w n i n F ig . 1
,
s p le n o m e g al y w a s ob s e r v ed i n

n u d e m i c e w it h M A I D S c oliti s r e g a rdl e s s of e n e m a

t r e a t m e n t (G r o u p 1 , G r o u p 2 a n d G r o u p 3) c o m p a r e d

w ith t h e c o n t r ol n u d e m i c e ( G r o u p 4) . I n m i c e w it h

M A I D S c olitis
,
t h e w ei g h t o f t h ei r c ol o n i n c r e a s e d

(G r o u p 1 , G r o u p 2 a n d G r o u p 3) c o m p a r e d w it h t h e

c o n t r ol m i c e ( G r o u p 4) ; h o w e v e r , t his i n c r e a s e w a s

si g ni丘c a n tly r e d u c e d i n m i c e t r e a t e d w it h 5 - A S A

e n e m a (G r o u p 3 v s . G r o u p 1 a n d 2) .

H i st o p a t h o l o g ic al a n aly sis

A s sh o w n i n Fi g . 2 A
,
t h e t r a n sf e r o f M A I D S - c ells

i n d u c e d c olitis i n th e r e cipi e n t n u d e m i c e of G r o u p 1 .

T h e in 8 a m m a ti o n t e r m e d M A I D S c olitis i s c h a r a ct e r -

i z e d b y m o n o n u cl e a r c ell u l a r i n 丘1t r a ti o n i n t o t h e

l a m i n a p r o p ri a a n d s u b m u c o s a1 l a y e r of t h e c o l o n , t h e

e r o si o n of c ol o ni c e pit h eli al c ells , c r y p t a b s c e s s ,

g o bl et c ell d e p l eti o n , a n d h y p e r p l a si a o f c ol o ni c e p ith
-

eli al c ells . I n t h e s m all i n t e sti n e of m i c e w it h M A I D S

c oliti s
,
c ell ul a r i n hlt r ati o n i n t o t h e l a m i n a p r o p r l a

a n d s u b m u c o s al l a y e r w e r e m i n i m al
,
a n d n eit h e r

e r o si o n n o r ul c e r ati o n w a s o b s e r v e d . T h e s e p a t h ol o ･

gi c al l e si o n s a n d th e d o m i n a n t i n v ol v e m e n t of t h e

c ol o n a r e si m il a r t o t h o s e of th e i n iti al a tt a c k of

ul c e r ati v e c olitis 1 5 - A S A e n e m a t r e a t m e n t e ff e cti v ely

a m eli o r a t ed M A I D S c oliti s ( G r o u p 3 , F ig . 2 C) . I n

c o n t r a s t
,
C M C e n e m a h a d a m a r gi n al th e r a p e u ti c

eff e ct o n M A I D S c olitis (G r o u p 2 , F ig . 2 B) . N o p a t h o
-

l o gi c al l e si o n s w e r e o b s e r v ed i n t h e c ol o n of C M C

e n e m a -t r e a t e d c o n t r ol m ic e ( G r o u p 4 , F ig . 2 D) . N e x t
,

5 - A m i n o s a li c y cli c A ci d E n e m a o n M A I D S C oliti s 2 9

w e e v al u a t e d st a tis ti c ally t h e e ff e ct of a 5 1 A S A

e n e m a o n c olitis ･ T h e n u m b e r of c ell s i n filt r a t in g th e

l a m i n a p r o p ri a of t h e c ol o n w a s als o s l g n i丘c a n tl y
r e d u c e d i n th e m ic e of G r o u p 3 , i n di c a ti n g t h e efB c a c y
of a 5 - A S A e n e m a in t r e a t m e n t f o r c oliti s ( Fi g . 3) .

I m m u n o fl u o r e s c e n t a n aly si s

A s r e p o r t ed p r e vi o u sl y , I F s t u di e s d e m o n st r a t e d th a t
,

a s i n th e c ol o n of m i c e of G r o u p 1 a n d G r o u p 2 , C D 4
＋

T a n d M a c -1 ' c e11s in fi1t r a t e d di ff u s ely wi thi n t h e

l a m i n a p r o p ri a a n d t h a t C D 8
十 T c ell s w e r e l o c a t e d

m ai n ly w ithi n th e e pit h eli al c ell l a y e r of t h e c ol o n

(d at a n ot s h o w n) . A f e w B 2 2 0
＋

c ells w e r e ob s e r v ed i n

t h e c ol o n
,
a n d i n s o m e p a rt s of th e m u c o s a t h e y

f o r m e d s m all cl u st e r s i n th e l o w e r p a rt of t h e l a m i n a

p r o p ri a ･ T h e s e c ell s u rf a c e m a r k e r p o siti v e c ell s w e r e

r a r el y o b s e r v e d i n m i c e of G r o u p 3 a n d 4 ･ I F N -

γ
-

p o siti v e c ells a n d I し1 0 -

p o siti v e c ells w e r e s c a t t e r e d

w it hi n th e l a m i n a p r o p ri a of t h e B 6 n u d e m i c e of

G r o u p 1 a n d 2 (d at a n o t s h o w n) . O n t h e c o n t r a r y ,
th e s e ly m p h o c y t e s e x p r e s sl n g I F N

-

γ a n d I L - 10 w e r e

r e m a r k a bl y r e d u c e d in th e m i c e of G r o u p 3 (d a t a n o t

s h o w n) I N eith e r of th e s e c y t o ki n e s w a s e x p r e s s e d i n

th e c ol o n of t h e c o n t r ol m ic e of G r o u p 4 .

T o d e t e r m i n e t h e p h e n o t y p e s of t h e c ell s p r o d u ci n g

th e s e c y t o ki n e s , w e p e rf o r m e d d o u bl e - c ol o r I F u s l n g
b o th a n ti - c y t o ki n e A b s a n d a n ti - c ell s u rf a c e m a r k e r

A b s . A s sh o w n i n Fi g . 4
,
C D 4 ＋ T c ells i n t h e c ol o n of

m ic e of G r o u p s 1 a n d 2 e x p r e s s ed I F N -

γ a n d I し10 .

T h e n u m b e r of C D 4 十 T c ells d o u bl e - p o siti v e f o r I し1 0

e x c e e d e d t h a t f o r I F N -

γ ( Fi g . 4 A a n d C) . I n th e

5 - A S A e n e m a - t r e a t ed m i c e o f G r o u p 3 , f e w C D 4
＋ T

c ell s e x p r e s s e d t h e s e c y t o k i n e s (F i g . 4 B a n d D) .

M a c -1 ＋ c ells i n t h e c ol o n of m i c e of G r o u p s 1 a n d 2

e x p r e s s ed I F N -

γ a n d I L
-1 0 . T h e n u m b e r of M a c -1 ＋

c ells d o u bl e- p o siti v e f o r I L -1 0 a n d t h a t f o r I F N -

γ w a s

al m o st e q u al (Fi g . 4 E a n d G) . T h e r e w e r e f e w M a c -1
＋

c ells e x p r e s s l n g t h e s e c y t o ki n e s i n 5 - A S A e n e m a -

t r e a t e d m i c e of G r o u p 3 (F i g . 4 F a n d H) . T h e n u m b e r

of c ells d o u bl e p o siti v e f o r I F N -

γ w a s d o m i n a nt i n

M a c -1
＋

c ell s c o m p a r e d w ith C D 4
＋ T c ells . E x p r e s si o n

of I L -10 p r o t ei n w a s d et e c t e d o n b ot h C D 4
＋ T c ell s

a n d M a c -1 ＋ c ells . T h e n u m b e r of c ell s d o u b le - p o siti v e

f o r I し1 0 a n d C D 4 e x c e e d e d t h a t o f c ells d o u bl e _

p o siti v e f o r I L
11 0 a n d M a c -1 ･ N eit h e r I F N -

γ n o r

I L I O w a s d e t e c t e d o n C D 8 ' o r B 2 2 0 ' c ells (d a t a n ot

s h o w n ) .

D I S C tJ S S I O N

5 - A S A e n e m a s a r e w ell t ol e r a t e d a n d a r e of b e n e 丘t i n

t h e t r e a t m e n t of u l c e r a ti v e c olitis c o n 丘n e d t o t h e
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F i g . 4 ( A , B , C a n d D) . T h e e ff e c t s o f a 5- a m i n o s ali c y cli c a c id e n e m a o n C D 4
＋ T a n d M a c-1

＋
c ell s a n d t h ei r e x p r e s si o n

o f I F N - γ o r I L-1 0 i n t h e c o l o n o f M A I D S c o liti s m i c e ･ C D 4
＋
T c ell s w e r e s t a i n e d w it h b i o ti n yl a t e d a n ti-C D 4 m A b a n d

A l e x a 5 9 4- c o nj u g a t e d a vi d i n ( A , ち, C a n d D) , M a c-1
＋
c e ll s w e r e s t a i n e d w it h b i o ti n yl a t e d a n ti- M a c- 1 m A b a n d

A l e x a1 5 9 4 -

c o nj u g a t e d a v i d i n ( E , F , G a n d H ) . I F N- y w a s d e t e c t e d b y F I T CI C O nj u g a t e d a n ti-I F N - y m A b ( A , B , E a n d

F) , a n d I L - 1 0 w a s d e t e ct e d b y F I T C -

c o nj u g a t e d a n ti-I L I O m A b (C , D , G a n d H) . T h e c o l o n s o f m i c e w it h M A I D S c o liti s

( G r o u p 1 ; A , C , E a n d G ) , a n d th o s e t r e a t e d w i th a 5
-

a m i n o s a li c y cli c a ci d e n e m a ( G r o u p 3 ; B , D , ど a n d H ) ･

dis t a l c ol o n 1 3 ･
1 4 )

. T h e y a r e r e p o r t e d t o b e a s eff e cti v e

a s r e ct al c o r tic o st e r oid s f o r c u r l n g di s e a s e a n d a r e

b et t e r th a n r e ct a l c o r ti c o s t e r o id s f o r i n d u ci n g r e m i s
-

s l O n
1 5)

.

S e v e r al i m p o r t a n t a cti o n s of 5
- A S A h a v e b e e n

r e v e ale d i n n e u t r o p hil s b y i n hib iti n g p r o s t a g l a n di n

s y n t h e sis , n e u t r o p hil m i g r a ti o n a n d d e g r a n ul a ti o n ,

a n d th e p r o d u c ti o n of r e a c tiv e o x y g e n s p e cie s b y

n e u t r o p hils
1 2

,
1 6)

.
I n a d di ti o n

,
5- A S A i n hibi t s th e b i o-

s y n t h e sis of L T B ｡ , o n e of t h e a r a ch id o nic a cid

m e t ab olit e s i n th e 5 -1ip o x y g e n a s e p a th w a y t h at a r e

c o n sid e r e d a n i m p o r t a n t m e di at o r o f i n fl a m m a ti o n a s

w ell a s I B D 1 7) . H o w e v e r
,
t h e p r e cis e th e r a p e u tic

m e c h a n i s m of 5 - A S A r e m ai n s l a r g el y u n k n o w n .

I n t his s t u d y , w e s h o w e d t h a t a 5 - A S A e n e m a

a m eli o r at e d t h e M A I D S c oliti s . H is t ol o g l C al ch a r a c
-

t e ris ti c s of M A I D S c olitis c o m p rl S e m O n O n u Cle ar c ellul a r

i n 丘1t r a ti o n i n t o t h e m u c o s al a n d s u b m u c o s al l a y e r s of

t h e c o l o n
,
c r y p t ab s c e s s , a n d e r o si o n a n d h y p e r p l a si a

of th e c o l o n i c e p it h eli al c ell s
9
･
1 0)

. T h e c ol o n -i n 丘1t r a ti n g

c ells a r e m ain ly c o m p o s e d of C D 4
＋ T c ells a n d M a c-1

十

m a c r o p h a g e s , w hil e n e u t r o p hils f o r m a m i n o r p o p ul a-

ti o n 9 ･ 1 0) . T h e r ef o r e
,
th e t h e r a p e uti c eff e c t of a

m e s al a m i n e e n e m a f o r M A I D S c oliti s c a n n o t b e f u ll y

d e s c rib e d b y it s i n hibit o r y eff e c t o n n e u t r o p hils . It i s

r e a s o n a bl e t o s u p p o s e th a t 5- A S A m a y i n hib it th e

m ai n eff e c t o r c ells of c oliti s s u c h a s C D 4 ＋ T c ell s a n d

M a c-1
＋
c ells i n M A I D S c olitis .

W e h a v e s h o w n t h a t t h e a d o p ti v e t r a n sf e r of

M a c - 1 ＋ f r a c ti o n of M A I D S l y m p h n o d e c ells c a n

i n d u c e c oliti s b u t n o t SjS-li k e e x o c ri n o p a th y i n r e cl p
-

i e n t n u d e m i c e 1 8) . I n s t e a d
,
t h e t r a n sf e r o f t h e C D 4

＋

T

c ell f r a cti o n of M A I D S l y m p h n o d e c ells w a s ab le t o

i n d u c e SjS
-lik e e x o c ri n o p a th y b u t n ot M A I D S c olitis

1 8)
.



5 - A m i n o s a li c y cli c A ci d E n e m a o n M A I D S C oli ti s 3 1

F i g ･ 4 ( E , F , G a n d H) . L e g e n d s o n t h e o p p o sit e p a g e .

T h e s e r e s ult s s u g g e st th a t i n t h e d e v el o p m e n t of

M A I D S c olitis
,
M a c - 1 十 c e11s of M A I D S c ell s p l a y a

p ri n ci p al r ole . B e sid e s t h a t f o r n e ut r o p hil s , 5
- A S A

m ig h t h a v e a n i n hib it o r y eff e c t o n m a c r o p h a g e s ,

R e c e n tl y , it h a s b e e n r e p o r t ed th at 5
- A S A bl o c k s

T N F -

α m edi at e d e ff e c t s o n i n t e s ti n al e p ith eli al c ell

p r olif e r a ti o n a n d t h e a cti v a ti o n of M A P k in a s e a n d

N F - 〝 B
2 0)

･ I n M A I D S c olitis
,
a d o u b le I F st u d y r e v e al e d

t h a t a 5 - A S A e n e m a r e d u c ed t h e n u m b e r of M a c _1

m a c r o p h a g e s a n d C D 4 p o siti v e T c ells t h a t p o siti v ely

st ai n e d f o r I F N -

y o r I L - 1 0 in th e c o l o n l O ) . It is p o s
-

sibl e th at 5 - A S A m ig h t i n hibit t h e a c tiv a ti o n of M A P

k i n a s e a n d N F -

〟 B
,
r e s ulti n g i n t h e i n hibiti o n of t h e

p r o d u cti o n of t h e s e c y t o k i n e s i n m a c r o p h a g e s o r

l y m p h o c y t e s i n M A I D S c oliti s . W e s h o uld f o c u s o n

t h e p h a r m a c ol o gi c al e ff e c t s of 5 - A S A o n t h e s e c ell s

a s w ell a s n e u t r o p hils i n a f u t u r e st u d y .

I n o u r M A I D S c oliti s
,
w e a s s u m e d t h a t i m m u n o -

d e 丘ci e n c y is a s y st e m ic s y m p t o m i n d u c e d b y C D 4
十 T

c ells
,
a n d t h a t c oliti s is a t o pi c al s y m p t o m w hic h is

d e v el o p ed b y in t e r a cti o n b e t w e e n M a c ･1
＋
c ell s

,
C D 4 ＋

c ells a n d g u t fl o r a . I n t his st u d y , a 5 - A S A e n e m a

e x a ctly sh o w e d a b e n efi ci al e ff e ct o n M A I D S c oliti s;

h o w e v e r
,
t h e m ic e e v e n t u ally di e d of s y s t e m i c

M A I D S s y m p t o m s . I t is s u g g e s t e d t h a t 5 - A S A i s

m o stly a b s o r b e d i n t h e p r o x i m al s m all i n t e sti n e
,
a n d

n o t i n t h e c ol o n
,
a n d is p r ed o m i n a n tly e x c r et ed i n

u ri n e a n d bil e i n t h e a c et y l a t ed f o r m
2 0

,
2 1)

,
T h e r ef o r e

,

it s e e m s t h a t t h e 5 - A S A e n e m a e n a bl e d t h e eff e c ti v e

c o n c e n t r a ti o n of 5 - A S A i n t h e c ol o n a n d f ull y e x e r t e d

it s a cti o n t o p i c ally r at h e r t h a n s y st e m ic all y . I n s e v -

e r al a ni m al m o d els f o r I B D
, g e r m

-fr e e c o n diti o n s o r

t h e o r al a d m i n ist r a ti o n of a n tibi o ti c s p r e v e n t s th e

d e v el o p m e n t of t h e c o liti s . G u t fl o r a is c o n sid e r e d th e

m aj o r s ti m u l u s t o i n d u c e o r p e r p e t u a t e ch r o ni c i n t e s -

ti n al i n fl a m m a ti o n ･ It is s u g g e st e d t h a t 5 - A S A m a y

r e d u c e t h e n u m b e r of a n a e r ob ic b a c t e ri a p r e s e n t i n

t h e c ol o n ･ W e s h o uld f u r t h e r a n aly z e t h e ch a n g e i n

g u t d o r a b y a 5 - A S A e n e m a t o r e v e al th e i n t e r a c ti o n

b e t w e e n t h e g u t f一o r a a n d i n d u cti o n of M A I D S c oliti s .

A c k n o w l e d g m e n t s . W e th a n k M r . N . H o n d a f o r t e c h n i c a l

a s si st a n c e . T hi s w o r k w a s s u p p o r t e d b y g r a n t s f r o m th e

M i n i st r y o f E d u c a ti o n a n d S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y , a n d
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t h e M i n i st r y o f H e a lt h , W elf a r e , a n d L a b o r o f t h e G o v e r n
-

m e n t o f J a p a n .
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