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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で育てたカイコであって、化合物を投与
されたことによって、その脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害が与えられているもの
であることを特徴とする肝障害モデル動物。
【請求項２】
　上記脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える化合物が、塩素置換炭化水素類で
ある請求項１に記載の肝障害モデル動物。
【請求項３】
　桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で育てたカイコに、その脂肪体及び／又
は腸管に治療可能な障害を与える化合物を投与する工程を含むことを特徴とする肝障害モ
デル動物の作製方法。
【請求項４】
　脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える化合物が塩素置換炭化水素類である請
求項３に記載の肝障害モデル動物の作製方法。
【請求項５】
　請求項１又は請求項２に記載の肝障害モデル動物を用いることを特徴とする、哺乳類の
肝障害を改善又は予防する、薬剤若しくは食品素材のスクリーニング方法。
【請求項６】
　哺乳類の肝障害を改善する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法であって、
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（ａ）桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で育てたカイコに化合物を投与する
ことによって、その脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える工程、
（ｂ）（ａ）工程中又は（ａ）工程後の桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で
育てたカイコに、被検薬剤又は被検食品素材を、注入又は食餌させることによって投与す
る工程、
（ｃ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法。
【請求項７】
　哺乳類の肝障害を予防する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法であって、
（ｄ）被検薬剤又は被検食品素材を、桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で育
てたカイコに注入又は食餌させることによって投与する工程、
（ｅ）（ｄ）工程中又は（ｄ）工程後の桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で
育てたカイコに化合物を投与することによって、脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害
を与える工程、
（ｆ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法。
【請求項８】
　上記脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える化合物が、塩素置換炭化水素類で
ある請求項６又は請求項７に記載のスクリーニング方法。
【請求項９】
　上記（ｃ）（ｆ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程が、体液中のアラ
ニン・アミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）活性の測定、脂肪体及び／又は腸管の組織の
観察、又は、個体死の判定を含むものである請求項６ないし請求項８の何れかの請求項に
記載のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、哺乳類の肝障害を改善又は予防するために用いられる、肝障害モデル動物、
その作製方法、それを用いた肝障害を改善又は予防する、薬剤若しくは食品素材のスクリ
ーニング方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ヒト等の哺乳類の肝障害について改善効果又は予防効果のある、薬剤若しくは食品素材
を開発するために、肝障害モデル動物を用いて被検薬剤や被検食品素材の効果を検証する
ことは必須の検討項目となっている。
【０００３】
　代表的な肝障害モデルとしては、ラットやマウスに四塩化炭素を投与して急性又は慢性
肝障害を起こさせるもの、あるいはアミノ酸の一種であるｄ－ガラクトサミンをラットに
投与して肝障害を起こさせるもの等がある。後者の場合、マウスを用いた場合では肝障害
が起こらないことが知られており、ラットのみ肝障害モデル動物として用いることができ
る。
【０００４】
　このように、用いる動物と「急性又は慢性肝障害を起こさせる化合物」によって肝障害
の発生の有無が異なるため、化合物処理による肝障害の発生を一義的に予測することはで
きず、選択される動物とその処理結果との関係は単純なものとはなっていない。
【０００５】
　これらの肝障害モデルを利用して治療薬の効果を検討した具体的な例として、ラットの
ガラクトサミン肝障害モデル、又は、四塩化炭素肝障害モデルに及ぼす各種タンパク質の
投与効果を、モデル動物血液中の肝臓逸脱酵素であるＧＯＴ、ＧＰＴ（ＡＬＴ）及びＬＤ
Ｈ活性を指標として検討した例（非特許文献１）や、四塩化炭素誘発慢性肝障害ラットを
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用いて、五味子リグナン中の有効成分が肝再生に及ぼす効果を検討した例（非特許文献２
）等がある。
【０００６】
　肝障害モデル動物に対する個体レベルの影響・効果を指標として、肝障害改善効果又は
肝障害予防効果が期待される薬剤や食品素材を探索することは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの系で
は見ることのできない薬剤や食品素材の「吸収」「代謝」「排泄」等の体内動態を反映し
たものとなるため、実際の治療効果を反映した有用性の高いものであることは明らかであ
る。
【０００７】
　しかしながら、モデル動物を用いたｉｎ　ｖｉｖｏ評価系は有用性の高い評価系である
ものの、肝障害改善作用や肝障害予防作用が期待される薬剤や食品素材には、無機物、有
機物、ペプチド、タンパク質、天然物、漢方薬素材等、多方面・多種類の候補があるため
、それらを網羅的・スクリーニング的に探索するには多くの問題点があった。
【０００８】
　すなわち、マウスやラットを肝障害モデル動物として用いる評価系は、被検対象の少な
い最終段階の評価系としては適しているものの、多種類で多量処理が要求されるスクリー
ニング段階では、コストや操作性に問題があるだけでなく、倫理上の問題も大きい。その
ため、スクリーニング用の評価系として見た場合、マウスやラットを用いる評価系は事実
上用いることができないのが現状である。
【０００９】
　そこで、本発明者は、特にスクリーニング段階でマウスやラットに代替し得る病態モデ
ル動物として、完全変態型昆虫の幼虫の１種であるカイコガの幼虫（以下、「カイコ」と
略記する）に着目した。病態モデル動物として、カイコを用いることができるならば、安
価で倫理上の問題も少ないからである。そして、自然免疫機構のみを有するカイコが獲得
免疫機構を有するヒト等に感染する病原微生物に対する治療薬開発のための評価系と成り
得ることを見出し報告した（特許文献１及び特許文献２）。
【００１０】
　しかしながら、上記の結果は、動物全身が関与する免疫応答機構と病原微生物との関係
において、カイコ等の自然免疫機構のみを有する完全変態型昆虫の幼虫が、異なる免疫機
構を有するヒト等の哺乳類を対象とした感染治療薬の効果を評価できるモデル動物となり
得ることを示したものであって、哺乳類の特定臓器の障害を治療対象とした場合に、その
モデル動物となり得ることを示したものではなかった。
【００１１】
　カイコ等の完全変態型昆虫の幼虫は、マウスやラットのように人と同じ肝臓という臓器
を持つものではなく、これまで肝障害モデル動物として用いることができるか否かについ
て、何らの検討も行われてこなかった。
【００１２】
　例えば、マウスやラット等に肝障害を起こさせる化合物を、完全変態型昆虫の幼虫に投
与した場合、完全変態型昆虫の幼虫のどの部分が障害を受けるのか、障害の程度を定量的
で正確な方法で評価できるのか、というような事項につき、何らの検討もされていなかっ
た。すなわち、肝障害モデル動物として、完全変態型昆虫の幼虫を用いることができるか
どうかについては、これまでなんら明らかにされてこなかった。
【００１３】
　従って、肝障害に対する新たな治療薬や食品等が強く望まれているにもかかわらず、そ
れらを探索するための、コスト的な問題や倫理的問題が少なく、正確で有用な結果を与え
る肝障害モデル動物やそれを用いた治療薬等のスクリーニング方法は事実上ないのが現状
であった。
【００１４】
【特許文献１】ＷＯ２００１／０８６２８７号公報
【特許文献２】ＷＯ２００５／１１６２６９号公報
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【非特許文献１】江頭祐嘉合他、日本栄養・食糧学会誌，48(4),291-297(1995)
【非特許文献２】竹田茂文他、日本薬理学会雑誌，90(1),51-65(1987)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、上記背景技術に鑑みてなされたものであり、その課題は、従来技術に比して
コスト的に遥かに有利であり、倫理的な問題が少ないにもかかわらず、簡便、正確で、有
用性の高いｉｎ　ｖｉｖｏ評価系が構築できる新規な肝障害モデル動物とその作製方法を
提供することにある。
【００１６】
　また、その肝障害モデル動物を用いることで、従来のモデル動物では事実上不可能であ
った、ヒト等の哺乳類の肝障害治療薬や肝機能改善若しくは予防機能を持つ食品素材を、
ｉｎ　ｖｉｖｏ評価系でありながら、網羅的・スクリーニング的に探索できる方法を提供
することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明者は、上記課題を解決するため、昆虫類中でも完全変態型昆虫の幼虫に着目した
。そして、完全変態型昆虫の幼虫は、ヒト、マウス、ラット等の哺乳類に肝障害を発症さ
せる化合物を適切に投与することによって、哺乳類の肝細胞に特異的に存在するアラニン
・アミノトランスフェラーゼ（以下、「ＡＬＴ」と略記する）の活性（以下、「ＡＬＴ活
性」と略記する）が、完全変態型昆虫の幼虫の体液でも上昇することを見出した。
【００１８】
　また、その際に、完全変態型昆虫の幼虫の脂肪体組織及び／又は腸管に障害を生じてい
ること、脂肪体及び／又は腸管が、化合物の代謝に関しては哺乳類の肝臓に相当する機能
を有していると考えられること、ＡＬＴ活性を測定すること、脂肪体組織と腸管組織の観
察、個体死の判定によって障害の程度を正確に評価することができること、更に、ヒト等
の肝障害を改善する薬剤を投与することで、上記酵素活性値の上昇が対照群と比較して明
確に低下したり抑制されたりすること等を見出し、本発明を完成するに至った。
【００１９】
　すなわち、本発明は、完全変態型昆虫の幼虫であって、化合物を投与されたことによっ
て、その脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害が与えられているものであることを特徴
とする肝障害モデル動物を提供することにある。
【００２０】
　また、本発明は、桑の葉又は桑の葉抽出物を実質的に含まない餌で育てたカイコの幼虫
に、その脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える化合物を投与する工程を含むこ
とを特徴とする肝障害モデル動物の作製方法を提供することにある。
【００２１】
　また、本発明は、上記の肝障害モデル動物を用いることを特徴とする、哺乳類の肝障害
を改善又は予防する、薬剤若しくは食品素材のスクリーニング方法を提供することにある
。
【００２２】
　また、本発明は、哺乳類の肝障害を改善する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法で
あって、
（ａ）完全変態型昆虫の幼虫に化合物を投与することによって、その脂肪体及び／又は腸
管に治療可能な障害を与える工程、
（ｂ）（ａ）工程中又は（ａ）工程後の完全変態型昆虫の幼虫に、被検薬剤又は被検食品
素材を、注入又は食餌させることによって投与する工程、
（ｃ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法を提供することにある。
【００２３】
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　また、本発明は、哺乳類の肝障害を予防する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法で
あって、
（ｄ）被検薬剤又は被検食品素材を、完全変態型昆虫の幼虫に注入又は食餌させることに
よって投与する工程、
（ｅ）（ｄ）工程中又は（ｄ）工程後の完全変態型昆虫の幼虫に化合物を投与することに
よって、脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える工程、
（ｆ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法を提供することにある。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明によれば、肝障害の改善若しくは予防作用のある薬剤又は食品素材を多種多様な
被検対象物から網羅的・スクリーニング的にピックアップできると共に従来のマウスやラ
ットをモデル動物として用いた場合と同様のｉｎ　ｖｉｖｏでの薬理評価を可能とする新
規な肝障害モデル動物とその作製方法を提供することができ、またその新規な肝障害モデ
ル動物を用いた、肝障害の改善若しくは予防作用に有用性の高い薬剤又は食品素材のスク
リーニング方法を提供することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　以下、本発明について説明するが、本発明は以下の実施の形態に限定されるものではな
く、発明の範囲内で任意に変形して実施することができる。
【００２６】
　本発明は、完全変態型昆虫の幼虫であって、化合物を投与されたことによって、その脂
肪体及び／又は腸管（以下、単に「脂肪体等」と略記する場合がある）に治療可能な障害
が与えられているものであることを特徴とする肝障害モデル動物に関する。
【００２７】
＜１＞完全変態型昆虫の幼虫
　完全変態型昆虫とは、卵、幼虫、蛹、成虫の成長過程を経る昆虫をいう。完全変態型昆
虫としては、例えば、鱗翅目（チョウ、ガ等）、双翅目（ハエ等）、膜翅目（ハチ、アリ
等）、甲虫目（カブトムシ等）等に属する昆虫が挙げられる。下記の（５）～（７）の要
件を満たすため、完全変態型昆虫の幼虫（以下、単に「幼虫」と略記する場合がある）が
本発明には用いられる。
【００２８】
　本発明においては、その脂肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与える化合物の投与
や、「被検薬剤又は被検食品素材（以下、単に「被検薬剤等」と略記する場合がある）」
の投与が容易であるため、イモムシ形態のものが好ましい。その点、鱗翅目又は甲虫目に
属する昆虫の幼虫が適しており、中でもカイコガの幼虫（以下、「カイコ」と略記する）
は、下記の（１）～（７）の全てを満たすので、特に好適に用いることができる。
【００２９】
（１）入手が容易である。
（２）飼育する方法が既に確立されており、更に飼育に利便性がある。
（３）ヒト等の哺乳類の内臓・器官と類似する性質が、これまでの研究である程度分かっ
ている。
（４）遺伝系統が確立されており、遺伝的均一性の維持ができている。
（５）比較的大型で、動きが緩慢であり、実質上無毛なので、定量的に扱いやすい。
（６）狭いスペースで多数の個体を飼育でき、倫理的な問題も少ない。
（７）齢や体重を揃える等、同じ状態の個体を揃えることが容易である。
【００３０】
　これに対し、カマキリやバッタ等に代表される不完全変態昆虫は最初から成虫と同様の
形態をしており、動きも活発であることから、投与が容易ではないため、完全変態型昆虫
の幼虫と比べると不利な点が多い。
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【００３１】
　本発明において、上記完全変態型昆虫の幼虫は、実質的に無毛であり、定量的な化合物
の投与を可能とする大きさを有するものであることが好ましい。
【００３２】
　ここで、「実質的に無毛」とは、明らかに体毛を有する時期があっても、化合物や被検
物質等の投与に使用する時期には少なくとも投与になんら支障がない無視できる短い体毛
となっているという意味である。
【００３３】
　また、「定量的な化合物の投与を可能とする大きさ」とは、文字通り、肝障害モデル動
物作製のための化合物の投与を行うことができる大きさを意味し、幼虫の種類、幼虫がず
んぐりしているか細長いか等の形態、用いる注射器やシリンジの種類、その投与方法等に
より変動するものであるため、幼虫の具体的な大きさにより限定されるものではない。し
かしながら、化合物の投与や被検物質等の投与、脂肪体、腸管等の臓器の取り出し、体液
の採取の容易さ等の点から、体長は１ｃｍ以上であることがより好ましく、１．５ｃｍ以
上１５ｃｍ以下であることが特に好ましく、２ｃｍ以上１０ｃｍ以下であることが更に好
ましい。
【００３４】
　本発明においては、上記幼虫の大きさや齢数は、幼虫の種類、幼虫の形態、操作上の観
点等から選択されればよく特に限定はないが、例えばカイコ等の場合、３齢以上の幼虫を
用いることが好ましい。４齢～５齢の幼虫がより好ましく、５齢の幼虫が特に好ましい。
【００３５】
　５齢幼虫は最終齢の幼虫であるため、体長が７ｃｍ程度と特に大きく、型も揃っていて
体重もほぼ一定しているので、化合物や被検薬剤等の投与とその評価に適している。また
、被検薬剤等を食餌させることによって投与する場合、食餌行動が旺盛であるため、食餌
行動を阻害しない被検薬剤等であれば、餌に混ぜて食餌させた場合にその効果が現れ易い
等の利点を有している。
【００３６】
　具体的な体重自体に制限はないが、５齢のカイコを用いた場合の体重と体重の幅は、５
齢１日目の平均体重が２ｇであることを考慮し、好ましくは１．６ｇ～２．５ｇ、より好
ましくは１．７ｇ～２．４ｇ、特に好ましくは１．８～２．２ｇ、最も好ましくは１．９
～２．１ｇである。更に、体重の幅が小さくなれば、より精密な結果が得られることはい
うまでもない。
【００３７】
　本発明にカイコを用いる場合には、その品種は特に限定されない。これらは受精卵から
育てて用いてもよいし、必要な齢の幼虫を入手してもよい。カイコガの受精卵やカイコの
入手先としては、愛媛蚕種、上田蚕種等がある。
【００３８】
＜２＞肝障害モデル動物の作製
　本発明の肝障害モデル動物は、完全変態型昆虫の幼虫であって、化合物を投与されたこ
とによって、その「脂肪体及び／又は腸管」（脂肪体等）に治療可能な障害が与えられて
いるものである。「肝障害モデル動物」とは、ヒト等の哺乳類の肝障害に関して知見を得
るためのモデル動物という意味である。
【００３９】
　本発明において、完全変態型昆虫の幼虫に化合物を投与することによって、完全変態型
昆虫の幼虫の脂肪体等に治療可能な障害を与えられることが新たに見いだされた。そして
、この治療可能な障害が与えられた完全変態型昆虫の幼虫が、ヒト等の哺乳類の肝障害に
関して知見を得るためのモデル動物となり得ることが新たに見いだされた。
【００４０】
　脂肪体等に治療可能な障害を与える化合物としては特に限定はなく、有機化合物であっ
ても無機化合物であってもよい。ヒト等の哺乳類に肝障害を与えることが分かっているも
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のが多い点等から有機物が好ましい。
【００４１】
　例えば、四塩化炭素は、哺乳類において、肝臓のシトクロームＰ４５０　２Ｅ１によっ
て代謝され、トリクロロメチルラジカルとなり肝細胞に損傷を与えることが知られている
。また、ラット等で肝障害モデル動物を作製する際に好適に用いられる、エチルアルコー
ル、ｄ－ガラクトサミン、リポポリサッカライド（ＬＰＳ）、ｄ－ガラクトサミン等も、
完全変態型昆虫の幼虫の脂肪体等に治療可能な障害を与える可能性がある。
【００４２】
　完全変態型昆虫の幼虫の脂肪体等に治療可能な障害を与える化合物としては、有機物の
中でも、塩素置換炭化水素類がより好ましい。かかる塩素置換炭化水素類としては特に限
定はないが、例えば、モノクロロベンゼン、ジクロロベンゼン、トリクロロベンゼン、モ
ノクロロメタン、ジクロロメタン、トリクロロメタン、四塩化炭素、モノクロロエチレン
、ジクロロエチレン、トリクロロエチレン、１，１，１－トリクロロエタン、１，１，２
－トリクロロエタン等が挙げられる。なかでも、塩素置換脂肪族炭化水素類が特に好まし
く、そのうち、四塩化炭素が、上記したように、哺乳類の肝臓で代謝され、トリクロロメ
チルラジカルとなり肝細胞に損傷を与えることが詳しく研究されている等の理由で更に好
ましい。
【００４３】
　本発明においては、肝障害モデル動物の有する「哺乳類の肝障害に相当する障害」、す
なわち、脂肪体等に与えられた障害が治療可能であることが必須である。治療可能でなけ
れば、被検薬剤等が有する、肝障害を改善する効果又は肝障害を予防する効果を見いだし
得ない。従って、化合物の「脂肪体等に与える障害の強さ」を調節して、被検薬剤等のス
クリーニングが可能な障害を与えるようにする必要がある。
【００４４】
　治療可能な障害を与えるには、投与する化合物の種類を決めたり、該化合物の投与量を
決めたりする。化合物の投与量は、オリーブ油等の植物油；脂肪酸グリセリドであるパナ
セート（登録商標）等で、該化合物の投与液中の含有量を調整することが好ましい。投与
液中の該化合物の濃度としては、適度な「治療可能な障害」を与えられれば特に限定はな
く、また、化合物の種類（飽和度や比活性）によって異なるが、０．１～７０質量％が好
ましく、１～４０質量％が好ましく、３～３０質量％が特に好ましい。
【００４５】
　５齢のカイコを例にとれば、１頭のカイコに対して、オリーブ油等の植物油で、好まし
くは５質量％～３０質量％、より好ましくは１０～２０質量％、特に好ましくは１５質量
％～２０質量％に希釈した、四塩化炭素等の塩素置換脂肪族炭化水素類を投与することが
好ましい。希釈液の投与量は、５～１００μＬが好ましく、１０～５０μＬがより好まし
く、２０～３０μＬが特に好ましい。四塩化炭素量としては、カイコの体重１ｇ当たり、
好ましくは０．５ｍｇ～５ｍｇ、より好ましくは１～３ｍｇ、特に好ましくは１．８ｍｇ
～２．５ｍｇが、脂肪体等に治療可能な障害を与える点で好ましい。
【００４６】
　なお、上記の濃度や投与量は、後述する被検薬剤等も同時に投与する場合であっても、
化合物のみを投与する場合であっても（化合物を被検薬剤等より先に投与する場合であっ
ても後に投与する場合であっても）、ほぼ同様である。投与の方法や投与部位は特に限定
はないが、マイクロシリンジ等で、経口から消化管内への注入、又は、体内への注射によ
ることが好ましい。カイコは開放血管系なので、腹脚から体腔内に注射することが特に好
ましい。
【００４７】
　投与後、約６時間～約２４時間でＡＬＴ活性が上昇する。化合物の種類、濃度、投与量
等を調整することによって、ＡＬＴ活性の上昇を可逆的にすることができ、すなわち、脂
肪体及び／又は腸管に治療可能な障害を与えることができ、それができたために、哺乳類
の肝障害を改善又は予防する、薬剤若しくは食品素材のスクリーニング方法が可能な「障
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害を有する肝障害モデル動物」ができた。
【００４８】
　多過ぎる化合物（例えば、５齢のカイコに、３０質量％以上の四塩化炭素を２５μＬ以
上）を投与した場合には、障害の程度が強すぎるために、ＡＬＴ活性の上昇は不可逆的と
なる場合があり、４０質量％より多いと、ほとんどが不可逆的となる。この場合の障害は
治療不可能な障害と考えられ、哺乳類で肝障害を改善する効果があることが知られている
被検薬剤等で処理しても、カイコのＡＬＴ活性は低下しないので、肝障害モデル動物とし
て使用することができない場合がある。また、５質量％より低い濃度では、ＡＬＴ活性の
上昇が、被検薬剤等の効果を見るには小さ過ぎるかほとんど認められないので、肝障害モ
デル動物となり得ない場合がある。
【００４９】
　更に、上記適正投与量範囲であっても、ＡＬＴ活性の上昇度には、試験毎に若干の変動
が認められるので、より確実に被検薬剤等の肝障害改善又は予防効果の評価を行うために
は、１５質量％、２０質量％等、１回の試験につき２種類以上の化合物濃度を設定して試
験をすることが好ましい。
【００５０】
　また、投与時期は、被検薬剤等の肝障害改善の評価を行う場合は、例えば、５齢幼虫１
日目に餌を与えた後、１日経過後更に６時間の絶食期間（この間で摂食した餌はほぼ消化
される）を置いてから四塩化炭素等の化合物の投与を行い、被検薬剤等の肝障害予防の評
価を行う場合は、例えば、被検薬剤等を投与してから、約２４時間経過後に、四塩化炭素
等の化合物の投与を行う等の方法を例示することができる。
【００５１】
　対照群は、希釈溶媒にオリーブ油等の植物油を用いた場合はその希釈溶媒を、化合物単
独で投与した場合は、生理食塩水である０．９％食塩水を、化合物投与群と同量を同じタ
イミングで投与することが好ましい。
【００５２】
　肝障害モデル動物の作製に際して完全変態型昆虫の幼虫に与える餌は特に限定はないが
、哺乳類の肝障害を改善又は予防する薬剤等のスクリーニングに大きな支障をきたさない
餌が好ましい。また、完全変態型昆虫の幼虫において、ＡＬＴ活性の上昇を抑制する物質
が含まれていない餌が好ましい。例えば、完全変態型昆虫の幼虫がカイコの場合、「桑の
葉又は桑の葉抽出物」（以下、単に「桑の葉等」と略記する）が実質的に含まれていない
餌で育てたカイコが好ましい。カイコの５齢幼虫を肝障害モデル動物にする場合、「桑の
葉等を実質的に含まない餌」は、カイコの種類によって飼育当初から使用してもよいし、
３～４齢幼虫となってから使用してもよい。また、例えば、完全変態型昆虫の幼虫がアゲ
ハ蝶類の幼虫の場合、ミカン、サンショウ等のミカン科の植物の葉若しくは葉の抽出物が
実質的に含まれていない餌で育てたアゲハ蝶類の幼虫が好ましい。
【００５３】
　ここで「実質的に含まれない場合」とは、例えば「桑の葉等」の場合、桑の葉等を全く
含んでいない場合だけでなく、桑の葉等を含んでいるがＡＬＴ活性に影響を与えない程度
の含有量である場合やＡＬＴ活性に影響を与える成分以外の桑の葉等を含んでいる場合も
含まれる。
【００５４】
　通常、カイコに与える餌は桑の葉等を含む餌が用いられる。しかしながら、桑の葉等を
カイコに摂取させた場合には、好ましい肝障害モデル動物とならない場合があることが確
認された。すなわち、現象的には、桑の葉等を摂取したカイコは、ＡＬＴ活性の上昇が認
められないため、実際上、被検薬剤等の肝障害改善又は予防の効果をモニターすることが
し難い状態となる場合がある。
【００５５】
　カイコの場合、餌は好ましくは、Ｓｉｌｋｍａｔｅ　２Ｓ（日本農産工業）、又は、２
００ｇ当り、例えば、ソルビー６００（日清コスモフーズ）１８ｇ、大豆油（Ｗａｋｏ）
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１．８ｍＬ、β－シトステロール（Ｓｉｇｍａ）０．１２ｇ、クエン酸（Ｗａｋｏ）０．
１８ｇ、アスコルビン酸（関東化学）１．２ｇ、ソルビン酸（Ｗａｋｏ）０．１２ｇ、無
機塩混合物（カヤノ）１．８ｇ、グルコース（ｎａｃａｌａｉ）６ｇ、でんぷん（Ｗａｋ
ｏ）１８ｇ、Ｖｉｔａｍｉｎ　ｍｉｘ［ビオチン（ｎａｃａｌａｉ）４８０μｇ、葉酸（
Ｗａｋｏ）４８０μｇ、チアミンＨＣｌ（Ｗａｋｏ）４．８ｍｇ、リボフラビン（Ｗａｋ
ｏ）４．８ｍｇ、ピリドキシンＨＣｌ（Ｗａｋｏ）７．２ｍｇ、ニコチン酸（Ｗａｋｏ）
２４ｍｇ、パトチン酸Ｃａ（Ｗａｋｏ）３６０ｍｇ、コリンＣａ（Ｗａｋｏ）３６０ｍｇ
、イノシトール（Ｗａｋｏ）４８０ｍｇ、蒸留水２４ｍＬ］４．８ｍＬ、寒天３．０ｇ、
蒸留水１４４ｍＬを含む餌等である。
【００５６】
　桑の葉等には、特定の哺乳類を用いた検討により、肝障害改善又は予防の効果があるこ
とが報告されていることから、カイコにおいても、哺乳類と同様の桑の葉等の効果により
、ＡＬＴ活性が上昇しなかったと考えることができる。つまり、桑の葉等を含む餌による
上記現象は、本発明の肝障害モデル動物によって、哺乳類において肝障害改善又は予防の
効果のある被検薬剤等がスクリーニングできることを、具体例によって明確に示したもの
となっている。
【００５７】
　また、完全変態型昆虫の幼虫に被検薬剤等を投与する場合は、餌を与えてから約１日経
過後、更に被検薬剤等投与前に、好ましくは５～７時間の絶食時間をおき、腸管内容物を
消化させるようにすることが望ましい。腸管内容物が残っていると、真の体重からのバラ
ツキが生じ、体重を元に決定される被検薬剤等の投与量にバラツキが生じ、結果的にＡＬ
Ｔ活性のバラツキとなって現れる場合がある。
【００５８】
　本発明の場合、多くの個体数を用意することができるので、絶食時間を取った後の体重
を測定し、一定体重内の個体を選別して用いることで、被検薬剤等の投与量をほぼ揃える
ことが可能である。
【００５９】
＜３＞「肝障害を改善する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法」における「肝障害モ
デル動物に対する被検薬剤等の投与」
　本発明の一つの形態は、哺乳類の肝障害を改善する薬剤又は食品素材のスクリーニング
方法であって、
（ａ）完全変態型昆虫の幼虫に化合物を投与することによって、その脂肪体等に治療可能
な障害を与える工程、
（ｂ）（ａ）工程中又は（ａ）工程後の完全変態型昆虫の幼虫に、被検薬剤等を注入又は
食餌させることによって投与する工程、
（ｃ）脂肪体等の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法である。
【００６０】
　被検薬剤等の肝障害改善の効果を評価する場合、化合物投与と同時又は化合物投与後に
、被検薬剤等を投与することによって行う。被検薬剤等の投与は、注入又は食餌させるこ
とによって行うことが好ましい。「注入」とは、強制的に投与することをいい、経口から
消化管内への注入、又は、体内への注射が含まれる。体内への注射の方法や注射部位は特
に限定はないが、カイコは開放血管系なので、腹脚から体腔内に注射することが特に好ま
しい。
【００６１】
　化合物投与と同時に被検薬剤等を投与する方法は、得られた結果の相互比較を行うに際
し、投与後の変動要因を少なくすることができる利点がある。しかしながら、被検薬剤等
の種類やその投与方法によって、化合物投与から時間をおいて評価する必要がある場合に
は、個々の事情に応じて被検薬剤等の投与時期を設定すればよい。その場合、その投与時
点における肝障害モデル動物のＡＬＴ活性を確認しておくことが好ましい。
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【００６２】
　被検薬剤等の投与量は、投与する物質、その状態、投与方法等の種々の要因により変動
するものと考えられるので、ある程度の試行錯誤が必要である。しかしながら、被検薬剤
等と同様の性状を有し、肝障害改善効果のあることが判っている薬剤や食品素材等がある
場合には、それらによる結果を参考として投与量を決定する等の方法が好ましい。例えば
、下記するＮＡＬＣと同様の効果が期待される被検薬剤等を試験する場合の投与量は、Ｎ
ＡＬＣの場合を参考として、例えば、濃度０．１Ｍ～０．４Ｍを、５０μＬが目安となる
。
【００６３】
　被検薬剤等の投与量は、上記の事情があるため特に限定はないが、完全変態型昆虫の幼
虫１ｇ当たり、１～２０μｍｏｌ／ｇが好ましく、２．５～１０μｍｏｌ／ｇが特に好ま
しい。
【００６４】
　本発明において、被検薬剤等と比較するための陽性コントロールとして用いる薬剤や食
品素材は特に限定はないが、四塩化炭素等の塩素置換炭化水素類による障害が活性酸素に
よるものであることを考慮すれば、例えば、抗酸化剤であることが好ましく、このうち、
Ｎ－アセチルＬ－システイン（「ＮＡＬＣ」と略記する）であることが特に好ましい。
【００６５】
　上記陽性コントロールとしてのＮＡＬＣの投与量は、通常、四塩化炭素等の塩素置換炭
化水素類の投与量に応じて変えなければならないが、２．５～１０μｍｏｌ／ｇが、ＡＬ
Ｔ活性の上昇を抑制することが確認されている等の理由で好ましい。上記範囲より多い投
与量では、ＮＡＬＣ自体による障害が発生し易くなる場合があり、更に多い場合は死亡す
る場合がある。
【００６６】
＜４＞「肝障害を予防する薬剤又は食品素材のスクリーニング方法」における「肝障害モ
デル動物に対する被検薬剤等の投与」
　本発明の一つの形態は、哺乳類の肝障害を予防する薬剤又は食品素材のスクリーニング
方法であって、
（ｄ）被検薬剤等を、完全変態型昆虫の幼虫に注入又は食餌させることによって投与する
工程、
（ｅ）（ｄ）工程中又は（ｄ）工程後の完全変態型昆虫の幼虫に化合物を投与することに
よって、脂肪体等に治療可能な障害を与える工程、
（ｆ）脂肪体等の障害の程度を評価する工程、
を有することを特徴とするスクリーニング方法である。
【００６７】
　被検薬剤等の肝障害予防の効果を評価する場合、被検薬剤等の投与と同時又は被検薬剤
等の投与後に、化合物を投与することによって行うことが好ましい。被検薬剤等の投与は
、肝障害改善の評価を行う場合と同じく、注入又は食餌させることによって行うことが好
ましい。
【００６８】
　注入させることによる投与の場合は、上記肝障害改善の評価を行う場合に順ずる方法で
行えばよい。注入による投与の場合に、被検薬剤等の投与の回数を１回とするか、複数回
とするかは、薬剤としての投与か、食品素材としての投与か等、評価の目的等に応じて選
択することが好ましい。
【００６９】
　食餌させることによって投与を行う場合、予め被検薬剤等を混ぜた餌を、被検薬剤等を
混ぜない餌と比較して問題なく摂取するかどうかを確認しておくことが好ましい。食餌さ
せることによって投与する方法は、特に、食品素材、食品抽出物、天然物抽出物、タンパ
ク質、繊維質、アミノ酸、ペプチド、無機物等の評価に有用である。
【００７０】
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　被検薬剤等の最終投与後、絶食期間を置いた後に化合物を投与することも特に好ましい
。絶食期間は、得られたデータ等に応じて適宜変更すべきであることはいうまでもないが
、５～７時間が好ましい。
【００７１】
　また、被検薬剤等を食餌によって投与した場合の化合物の投与時期、すなわち被検薬剤
等の投与期間は、被検薬剤等投与開始１～５日（５齢幼虫の期間内）が好ましいが、完全
変態型昆虫の幼虫の状態に応じて適宜調整することができる。被検薬剤等の肝障害予防の
評価を行う場合、被検薬剤等の投与方法や投与期間、投与量等による効果の表れ方の振れ
が肝障害改善の評価を行う場合より大きいと考えられるからである。
【００７２】
　被検薬剤等の肝障害予防の評価を行う場合に関するデータとして、桑の葉を餌として摂
食したカイコは、四塩化炭素を投与してもＡＬＴ活性が全く上昇しなかった（図４参照）
。桑の葉はマウスやラット等を用いた検討により肝障害改善効果があることが報告されて
いるので、桑の葉を上記肝障害予防効果の確認としての被検薬剤等と考えた場合、ＡＬＴ
活性が上昇しなかったことは、本発明が、肝障害予防効果を有する被検薬剤等のスクリー
ニングに用いることができることを示したものと考えることができる。
【００７３】
＜５＞脂肪体等の障害の程度の評価
　前記（ｃ）及び上記（ｆ）中の、「脂肪体等の障害の程度を評価する工程」は、完全変
態型昆虫の幼虫の、体液中のＡＬＴ活性の測定、脂肪体等の組織の観察、又は、個体死の
判定を含むものである。以下に説明する。
【００７４】
（Ａ）ＡＬＴ活性の測定
＜ＡＬＴ活性測定用試料の調製＞
　ＡＬＴ活性測定用試料は、例えば、完全変態型昆虫の幼虫の体液を採取後、過塩素酸等
と混合してタンパク質を沈殿・遠心分離することによって調製される。以下、これによっ
て調製された試料を「体液抽出液」と略記する場合がある。
【００７５】
＜ＡＬＴ活性の測定方法＞
　ＡＬＴ活性の測定は、体液抽出液を検体として、例えば、文献「Methods　for　the　m
easurement　of　catalytic　concentrations　of　enzymes.　(1980)　Clinica.　Chimi
ca.　Acta.　105,　147-154」に記載されている方法に従って行う。
【００７６】
＜完全変態型昆虫の幼虫の脂肪体等に発現するＡＬＴ活性と哺乳類の肝臓に発現するＡＬ
Ｔ活性との相関の検討＞
　本発明の一形態は、上記肝障害モデル動物を用いることを特徴とする、哺乳類の肝障害
を改善又は予防する、薬剤若しくは食品素材のスクリーニング方法を提供するものである
。本発明前までは、カイコにおいて四塩化炭素等による障害付与処理を行った後に、カイ
コ体液抽出液を検体として、哺乳類の肝臓に特異的に発現するＡＬＴ活性を評価した例は
なかったが、本発明により、カイコにおいても、脂肪体等の障害のマーカーとしてＡＬＴ
活性を用いることができることが明らかとなった。
【００７７】
　通常状態におけるカイコ体液中のＡＬＴ活性と脂肪体中のＡＬＴ活性とを比較したとこ
ろ、脂肪体中のＡＬＴ活性は、体液中のＡＬＴ活性の１００倍以上であること（なお、マ
ウスの場合は肝臓中と血中で１５０倍程度）が判明し、ＡＬＴがカイコ脂肪体中に多く存
在している酵素であることが確認された。
【００７８】
　哺乳類の場合、ＡＬＴは肝細胞に特異的に存在する酵素であるが、カイコにおいてＡＬ
Ｔは、前記したように、一般的に肝臓に相当するといわれている脂肪体に多く存在し、ま
た腸管にも存在する。このことは、「カイコにおける脂肪体等の障害とＡＬＴ活性との関
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係」が、「哺乳類における肝障害とＡＬＴ活性との関係」と類似していることを示してい
る。カイコの場合、脂肪体及び／又は腸管（脂肪体等）が、薬物分解等の哺乳類における
肝臓に相当する機能を担っている可能性が高いものと考えられる。すなわち、カイコにお
けるＡＬＴ活性は、脂肪体等の障害の程度を反映したものであるが、機能的には哺乳類に
おける肝障害の程度を反映したものであると考えられる。
【００７９】
（Ｂ）脂肪体等の組織の観察
　塩素置換炭化水素類等の化合物や被検薬剤等を投与した完全変態型昆虫の幼虫の脂肪体
等は、完全変態型昆虫の幼虫から摘出後に組織切片として脂肪体試料又は腸管試料を調製
し、組織における障害の有無や障害の程度を確認する。その際、例えば、ヘマトキシン・
エオジン染色法等の染色法を使用することが好ましい。
【００８０】
（Ｃ）完全変態型昆虫の幼虫の個体死の判定
　個体死は弛緩の有無を目視で判定することによって判断する。個体が瀕死か否かの判定
も、上記「個体死の判定」に含まれる。
【００８１】
　上記（ｃ）（ｆ）脂肪体及び／又は腸管の障害の程度を評価する工程における、（Ａ）
完全変態型昆虫の幼虫の体液中のＡＬＴ活性の測定、（Ｂ）脂肪体及び／又は腸管の組織
の観察、（Ｃ）個体死の判定は、陰性コントロール、陽性コントロール、化合物投与群、
化合物及び被検薬剤等投与群、被検薬剤等投与群等を対象とする。
【００８２】
＜６＞効果
　本発明の肝障害モデル動物は、マウスやラット等のモデル動物では実質的に不可能であ
った肝障害の改善又は予防効果のある薬剤若しくは食品素材を、多種多様な被検薬剤等か
ら、網羅的・スクリーニング的にピックアップできるとともに、上記薬剤又は食品素材の
「吸収」「代謝」「排泄」等の体内動態を反映したｉｎ　ｖｉｖｏでの効果を反映できる
評価系を構築することが可能である。
【００８３】
　従って、スクリーニングの段階から実用性の高い肝障害の改善又は予防効果のある「薬
剤若しくは食品素材」をピックアップすることができるので、上記薬剤や食品素材の開発
の効率化と促進を図ることができる。
【実施例】
【００８４】
　以下に、実施例、試験例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明は、その要
旨を超えない限りこれらの実施例に限定されるものではない。
【００８５】
実施例１
［肝障害モデル動物の作製と評価］
＜カイコの種類・飼育条件＞
　カイコ（Hu　Yo　x　Tsukuba・Ne）受精卵は、日本農産工業から購入した。２７℃に設
定したインキュベーター（サンヨー社製）で、桑の葉等を含まない人工餌であるシルクメ
イト２Ｓ（日本農産工業）を与え、５齢まで育てた。飼育容器としては、２齢までは、角
型２号シャーレ（栄研器材社製）を用い、それ以降は、使い捨てのプラスチック製フード
パック（フードパックＦＤ大深、中央化学株式会社製）を用いた。以下に述べる各検討に
は、別途記載がない限り、５齢１日目に餌を与えた後、１日経過した（５齢２日目）カイ
コを用い、投与前、６時間の絶食期間を設けた。また、各検討には、絶食期間後の体重が
１．８ｇ～２．２ｇの範囲のカイコを選別して用いた。
【００８６】
＜四塩化炭素の投与によるカイコの脂肪体等への障害付与処理＞
　上記絶食期間経過後のカイコの第５体節の模様部に、オリーブオイルで１０質量％に希
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釈した四塩化炭素溶液２５μＬを注射により投与した。同様に、オリーブオイルのみ２５
μＬを注射により投与した。
【００８７】
＜障害付与処理したカイコのＡＬＴ活性の測定＞
　四塩化炭素溶液又はオリーブオイル投与後、１時間、３時間、５時間、２４時間、４８
時間経過後にそれぞれ体液を採取し、１０倍量の１％β－ＭＥと混合してタンパク質を沈
殿・遠心分離し、ＡＬＴ活性測定用の体液抽出液とした。
【００８８】
＜肝障害モデル動物の示すＡＬＴ活性の経時変化例＞
　上記ＡＬＴ活性を測定した結果を図１に示す。四塩化炭素投与によるＡＬＴ活性（四塩
化炭素投与による真のＡＬＴ活性値。図１中の「△ＡＬＴ　activity」（四塩化炭素のオ
リーブオイル溶液によるＡＬＴ活性値からオリーブオイルのみによるＡＬＴ活性値を引い
た値））は、四塩化炭素投与後５時間で上昇し、四塩化炭素投与後５時間から２４時間の
間は一定値となっていた。また、四塩化炭素投与後４８時間でＡＬＴ活性は、ほぼ四塩化
炭素投与時の値まで低下した。
【００８９】
　このことは、四塩化炭素溶液付与により惹起されたカイコ体内の障害が、哺乳類の肝臓
における障害と同様の障害（哺乳類の肝臓と同様の機能を有する部位の障害）であり、少
なくとも四塩化炭素投与後５時間から２４時間の間、上記障害が与えられたカイコが作製
されたことを示している。
【００９０】
　また、四塩化炭素投与後２４時間経過後にはＡＬＴ活性が低下し、４８時間では元の水
準に戻っていることから、カイコの上記障害は、治療できない不可逆的な障害ではなく治
療可能な障害である。以上より、実施例１で作製された肝障害モデル動物は、哺乳類の肝
障害を改善又は予防する効果を示す被検薬剤等（被検薬剤又は被検食品素材）のスクリー
ニングに適用可能なものであることが確認された。
【００９１】
実施例２
［肝障害モデル動物の肝障害改善例１］
（ＮＡＬＣの投与によるＡＬＴ活性低下の検討）
＜Ｎ－アセチルＬ－システイン（ＮＡＬＣ）投与例＞
　上記肝障害モデル動物が実際に哺乳類の肝障害改善又は予防効果を示す被検薬剤等のス
クリーニングに適用可能か否かを検討する目的で以下の検討を行った。
【００９２】
　１０質量％の四塩化炭素のオリーブオイル溶液を２５μＬカイコに注射し、６時間後の
ＡＬＴ活性を確認する場合において、四塩化炭素溶液投与と同時に、０．１ＭのＮＡＬＣ
の０．９％ＮａＣｌ溶液を５０μＬ投与したときに、ＡＬＴ活性が低下するか否か（ＡＬ
Ｔ活性の上昇が抑制されるか否か）について検討を行った。得られた結果を図２に示す。
【００９３】
　ＮＡＬＣを投与したカイコのＡＬＴ活性は、検討した１１頭のカイコ全てで低い値を示
した。一方、ＮＡＬＣを投与しなかったカイコのＡＬＴ活性は、１１頭のカイコの中で５
頭のカイコで高いＡＬＴ活性を示した。また、高いＡＬＴ活性を示した５頭のカイコ中３
頭は弛緩が見られ個体死が確認された。
【００９４】
　これより、四塩化炭素による障害が活性酸素によるものであることを考慮すれば、抗酸
化剤であるＮＡＬＣを投与することにより、ＡＬＴ活性の上昇が抑制されたことは、前記
肝障害モデル動物を用いて、哺乳類の肝障害を改善又は予防する「薬剤若しくは食品素材
」のスクリーニングができることを示している。
【００９５】
実施例３
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［肝障害モデル動物の肝障害改善例２］
（桑の葉抽出物の投与によるＡＬＴ活性低下の検討）
　実施例２において、「ＮＡＬＣの０．９％ＮａＣｌ溶液５０μＬ」に代えて「桑の葉抽
出物の水溶液５０μＬ」を用いた以外は、実施例２と同様に評価したところ、ＡＬＴ活性
の上昇が抑制される傾向が認められた（図４の左半分、○で示した人工餌摂取のデータ参
照）。すなわち、図４の左から４列目のプロットによると、５例中全例において、ＡＬＴ
活性の上昇の抑制が認められた。
【００９６】
　すなわち、四塩化炭素投与により障害を与えられたカイコの治療効果が認められた。こ
のことは、前記肝障害モデル動物を用いて、哺乳類の肝障害を改善又は予防する「薬剤若
しくは食品素材」のスクリーニングが可能であることを示している。
【００９７】
実施例４
［肝障害モデル動物の作製例１］
（四塩化炭素の濃度がＡＬＴ活性又はその抑制に与える影響の検討）
　濃度の異なる２種類の四塩化炭素溶液（１５質量％と２０質量％）２５μＬを、それぞ
れ注射を用いてカイコに投与し、２４時間後のＡＬＴ活性を確認した。四塩化炭素溶液投
与と同時に、５０μＬの０．４ＭのＮＡＬＣの０．９％ＮａＣｌ溶液を投与した場合とし
ない場合とを比較した。得られた結果を図３に示す。
【００９８】
　図３中の「Ｐ（ｔ－ｔｅｓｔ）」は、ｔ検定におけるＰ－ｖａｌｕｅであり、帰無仮説
を「ＮＡＬＣ投与と非投与でＡＬＴ活性に差がない」としたときの有意確率である。通常
、Ｐが０．０５以下なら、帰無仮説は棄却されて両分布（ＮＡＬＣ投与と非投与のＡＬＴ
活性値の分布）には有意差があるとされる。１５質量％と２０質量％の何れも、Ｐは０．
０５以下であったことから、ＮＡＬＣ投与による効果が認められた。
【００９９】
　更に詳しく見ると、１５質量％四塩化炭素投与群は、検討した７例全てでＡＬＴ活性は
上昇したが、７例全てが一定値まで大きく上昇はしなかった。また、ＮＡＬＣ投与による
ＡＬＴ活性の抑制については、ＡＬＴ活性が７例全てで一定値まで明確に下がっていた。
一方、２０質量％四塩化炭素投与群は、検討した７例全てでＡＬＴ活性が一定値まで明確
に上昇したが、ＮＡＬＣ投与によるＡＬＴ活性の抑制は、１５質量％四塩化炭素投与群に
比べてややばらけた結果となった。
【０１００】
　同様に、５質量％四塩化炭素投与群でも評価した結果、全ての例でＡＬＴ活性は上昇し
、ＮＡＬＣ投与によってＡＬＴ活性が低くなった。しかし、四塩化炭素によるＡＬＴ活性
の上昇度が２．３倍（１０質量％の場合は１１倍）と小さかった。
【０１０１】
　前記「肝障害モデル動物の肝障害改善例１」の四塩化炭素濃度１０質量％でも良好な結
果が得られたことも考慮すると、四塩化炭素濃度は、より好ましくは１０～２０質量％、
特に好ましくは１５～２０質量％であることが分かった。また、四塩化炭素の濃度は１５
質量％と２０質量％等、１回の試験につき少なくとも２種類の濃度で検討することが望ま
しいことが分かった。
【０１０２】
実施例５
［肝障害モデル動物の作製例２］
（桑の葉等の食餌の肝障害モデル動物に与える影響の検討）
　実施例３において、桑の葉等（桑の葉又は桑の葉抽出物）を注射によって投与したカイ
コに四塩化炭素投与により障害を与えた場合、ＡＬＴ活性の上昇が抑制される傾向が認め
られた。そこで改めて、桑の葉等が肝障害モデル動物の作製に与える影響について以下の
検討を行った。
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【０１０３】
＜肝障害モデル動物の作製条件＞
　桑の葉等を含まない人工餌を与えた前記カイコ（以下、「人工餌摂食カイコ」と略記す
る）及び桑の葉を与えたカイコ（以下、「桑の葉摂食カイコ」と略記する）に、１０質量
％の四塩化炭素のオリーブオイル溶液を２５μＬ注射し、２４時間後のＡＬＴ活性を測定
した。
【０１０４】
　０．１ＭのＮＡＬＣオリーブオイル溶液５０μＬを、四塩化炭素投与と同時に投与した
ものを肝障害改善又は予防効果の陽性対照とした。また、オリーブオイルのみを注射した
ものを陰性対照とした。
【０１０５】
＜桑の葉抽出物の投与＞
　桑の葉抽出物の水溶液５０μＬを、１０質量％の四塩化炭素のオリーブオイル溶液２５
μＬの注射と同時に注射した。
【０１０６】
　人工餌摂食カイコは、実施例１とほぼ同様の結果を示した。すなわち、１０質量％の四
塩化炭素投与により、７例中４例において、ＡＬＴ活性の上昇が認められた。また、陽性
対照である０．１ＭのＮＡＬＣの投与により、７例中全例において、ＡＬＴ活性の上昇の
抑制が認められた。また、桑の葉抽出物を投与した場合でも、５例中全例において、ＡＬ
Ｔ活性の上昇の抑制が認められた（図４の○プロット参照）。
【０１０７】
　１０質量％の四塩化炭素投与前に桑の葉を食餌によって摂取されたカイコ（桑の葉摂食
カイコ）は、２４時間経過後に四塩化炭素を投与しても、６例全例において、ＡＬＴ活性
の明確な上昇は認められなかった。ＮＡＬＣ投与群、桑の葉抽出物投与群も同様であった
。従って、桑の葉摂食カイコを被検薬剤等の肝障害改善又は予防効果の評価に用いること
は実質的にできないことが明らかとなった。
【０１０８】
　通常、カイコの餌には桑の葉を含む餌が用いられるが、そのような餌を摂取したカイコ
を、肝障害改善効果や肝障害予防効果を有する被検薬剤等のスクリーニングのための肝障
害モデル動物として用いることは好ましくないことが確認された。このことはカイコを用
いて肝障害モデル動物を作製し、それによって肝障害改善効果や肝障害予防効果を有する
被検薬剤等のスクリーニング方法を構築する上で非常に重要なポイントであり、本発明に
よって新たに見出されたことである。
【産業上の利用可能性】
【０１０９】
　本発明の肝障害モデル動物は、従来の肝障害モデル動物では不可能であった被検薬剤等
のスクリーニング段階でのｉｎ　ｖｉｖｏでの効果を反映できる評価系を構築できるため
、従来に比して非常に効率的に肝障害改善効果や肝障害予防効果を有する薬剤又は食品素
材の研究開発を行うことができる。また、従来の方法ではピックアップできなかった「ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで効果が弱く、ｉｎ　ｖｉｖｏで有効な効果を発揮する薬剤又は食品素材
」をピックアップすることが可能なため、これまでにない新たな肝障害改善・予防効果を
有する「薬剤若しくは食品素材」を見出すために利用することが可能である。そのため、
薬剤や食品素材の検討に広く利用されるものである。
【図面の簡単な説明】
【０１１０】
【図１】本発明の肝障害モデル動物におけるＡＬＴ活性の経時変化の一例を示す図である
。
【図２】本発明の肝障害モデル動物において、ＮＡＬＣ投与によるＡＬＴ活性の上昇の抑
制を示す図である。
【図３】ＡＬＴ活性の上昇、ＮＡＬＣ投与によるＡＬＴ活性の上昇の抑制の程度が、化合
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物（四塩化炭素）の濃度によってどれだけ影響を受けるかを検討した結果を示す図である
。
【図４】本発明の肝障害モデル動物において、桑の葉抽出物投与によるＡＬＴ活性の上昇
の抑制を示す図であり、また、カイコに人工餌を摂取させた場合と桑の葉を摂取させた場
合とについて、ＡＬＴ活性の上昇とその抑制の程度を検討した結果を示す図である。

【図１】 【図２】

【図３】
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