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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検物質がヒトの血糖値を降下させる物質であるか否かを評価する方法であって、
（ａ）カイコに糖（Ａ）を摂取させることによって、該カイコの脂肪体中又は血液中の糖
（Ｂ）濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇したカイ
コに、上記被検物質を投与する工程、
（ｃ）上記被検物質が投与されたカイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測定す
る工程、
を有することを特徴とする方法。
【請求項２】
　ヒトの血糖値を降下させる物質をスクリーニングする方法であって、
（ａ）カイコに糖（Ａ）を摂取させることによって、該カイコの脂肪体中又は血液中の糖
（Ｂ）濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇したカイ
コに、被検物質を投与する工程、
（ｃ）上記被検物質が投与されたカイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測定す
る工程、
（ｄ）上記被検物質の中から、該カイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低下さ
せる物質を選択する工程、
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を有することを特徴とする方法。
【請求項３】
　ヒトの血糖値を降下させる薬剤を製造する方法であって、
（ａ）カイコに糖（Ａ）を摂取させることによって、該カイコの脂肪体中又は血液中の糖
（Ｂ）濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇したカイ
コに、被検物質を投与する工程、
（ｃ）上記被検物質が投与されたカイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測定す
る工程、
（ｄ）上記被検物質の中から、該カイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低下さ
せる物質を選択する工程、
（ｅ）上記工程（ｄ）で選択された物質と製薬上許容される担体を混合する工程、
を有することを特徴とする方法。
【請求項４】
　カイコに摂取させる糖（Ａ）が、グルコース、スクロース、オリゴ糖、グリコーゲン又
はでんぷんである請求項１ないし請求項３の何れかの請求項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ある物質がヒトの血糖値を降下させる物質であるか否かを評価する方法に関
するものであり、また、ヒトの血糖値を降下させる物質をスクリーニングする方法及びか
かる物質を製造する方法に関するものである。更には、該方法に用いられる特定の状態に
ある動物に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　糖尿病は慢性の高血糖状態の持続及び耐糖能の異常を示す疾患である。また、糖尿病は
、重篤な合併症である様々な臓器障害（腎症、末梢神経障害、網膜症等）を引き起こす原
因となることから、現在社会的問題となっている（非特許文献１）。
【０００３】
　糖尿病は、臨床病像から、大きくＩ型（インスリン依存性糖尿病：IDDM）とII型（イン
スリン非依存性糖尿病:NIDDM）の２つに分けられる。Ｉ型糖尿病は、膵臓ランゲルハンス
島β細胞の破壊が原因となり、糖の取り込みや代謝の調節をする内分泌ホルモンであるイ
ンスリンが欠乏することにより引き起こされる疾患である。またII型糖尿病は、肥満等に
よるインスリン分泌量の低下及びインスリンに対する感受性の低下（インスリン抵抗性）
を基礎とする疾患である。
【０００４】
　糖尿病の治療薬として、インスリン及びインスリン分泌を促進する薬剤の他、多糖類の
分解を阻害することによりグルコースの吸収を抑制する薬剤、インスリン抵抗性改善薬等
がある。近年、II型糖尿病の患者数は増加傾向にあり、またインスリン抵抗性の患者数が
増えているにも関わらず、インスリン抵抗性改善薬は、副作用が起こりやすく、新たな治
療薬の登場が望まれている。
【０００５】
　従来、糖尿病治療薬の薬効評価には、マウスやラット等が用いられてきた。しかし、多
数の哺乳類を犠牲にすることは、動物支援の観点から問題があるとされるようになった。
哺乳類を用いた動物実験には、動物実験等の国際原則である３Ｒ、Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎ
ｔ（代替法の開発）、Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ（動物数の削減）、Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ（動
物の苦痛の削減）に基づいて実験を行わなければならないとされている。すなわち、従来
、病態モデルとして確立されているマウスをはじめとした哺乳類を薬物のスクリーニング
として用いることは、コストや倫理的な問題から不適であり、無脊椎動物を用いた簡便な
薬効評価系の確立が望まれている。しかし、線虫やショウジョウバエのような小型無脊椎
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動物は、注射器を用いた定量的な薬物の血管内投与及び採血が困難であり、血糖値の測定
や血糖値のコントロールが非常に困難である。
【０００６】
　そこで本発明者らは、哺乳類に代替し得る実験生物として、カイコガの幼虫に着目し、
これまでにカイコガの幼虫等の自然免疫機構のみを有する生物、又はその培養細胞を利用
して、ヒト等に感染する菌やウイルスに対する治療薬開発のための評価系の開発に取り組
んできたが（特許文献１及び特許文献２）、カイコガの幼虫等の無脊椎動物が糖尿病の治
療薬の評価系として利用できることは知られていなかった。
【０００７】
　従って、糖尿病の新たな治療薬が強く望まれているのにもかかわらず、コスト的問題や
倫理的問題の少ない優れた評価方法やスクリーニング方法がないのが現状であった。
【特許文献１】ＷＯ２００１／０８６２８７号公報
【特許文献２】ＷＯ２００５／１１６２６９号公報
【非特許文献１】Catherine Carver, The　Diabetes EDUCATOR (2006), vol.32, p.910～
p.916.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　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、コスト的に有利で
あり、倫理的な問題が少ない、長期間の飼育が不要、糖尿病の治療薬の正確で優れたスク
リーニング方法、評価方法、製造方法を提供することにある。すなわち、ある物質がヒト
の血糖値を降下させる物質であるか否かを、コスト的に有利で倫理的な問題が少ない方法
で正確に評価する方法、かかる物質をスクリーニングする方法及びかかる物質を製造する
方法を提供することにあり、更には、かかる方法に好適に用いられる特定の状態にあるコ
スト的に有利で倫理的な問題が少ない動物を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　無脊椎動物であるカイコガの幼虫（以下、「カイコ」と略記する）は、安価で、狭いス
ペースで大量の個体を飼育でき、倫理的な問題が少ないという利点をもつ。更に、カイコ
は動きが緩慢であり、適当なサイズを有しているので、注射器を用いた定量的な薬物の血
管内投与が容易である。これまでの研究から、カイコは血糖値の恒常性を維持する機構を
有しており、筋肉及び人の肝臓に相当する脂肪体に糖をグリコーゲンとして貯蔵すること
が報告されている。また、カイコは、ボンビキシンと呼ばれるインスリン様ペプチドホル
モンを有している。ボンビキシンの下流には、インスリンシグナル伝達経路と同様に、Ｍ
ＡＰＫシグナル伝達経路が存在する。
【００１０】
　本発明者は、前記の課題を解決すべく鋭意検討を重ねた結果、上記したように、カイコ
の有する実験動物としての優れた特性、また、血糖の調節機構が、評価用哺乳類や実際に
治療の対象となるヒトと共通している点を見出し、また、カイコの血糖値や脂肪体中の糖
濃度を上げられることを、実際に見出し、更に、その値を、インスリン、メトホルミン、
及び、5-Aminoimidazole-4-Carboxamide　Ribonucleoside（以下、「ＡＩＣＡＲ」と略記
する）等の「既に人に対して効果が知られている糖尿病治療薬」によって下げられること
を見出して、本発明を完成するに至った。
【００１１】
　すなわち、本発明は、被検物質がヒトの血糖値を降下させる物質であるか否かを評価す
る方法であって、
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
椎動物に、上記被検物質を投与する工程、
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（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程、
を有することを特徴とする方法（以下、「態様１」とする）を提供するものである。
【００１２】
　また、本発明は、ヒトの血糖値を降下させる物質をスクリーニングする方法であって、
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
椎動物に、被検物質を投与する工程、
（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程、
（ｄ）上記被検物質の中から、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低
下させる物質を選択する工程。
を有することを特徴とする方法（以下、「態様２」とする）を提供するものである。
【００１３】
　また、本発明は、ヒトの血糖値を降下させる薬剤を製造する方法であって、
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させる工程、
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
椎動物に、被検物質を投与する工程、
（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程、
（ｄ）上記被検物質の中から、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低
下させる物質を選択する工程、
（ｅ）上記工程（ｄ）で選択された物質と製薬上許容される担体を混合する工程、
を有することを特徴とする方法（以下、「態様３」とする）を提供するものである。
【００１４】
　また、本発明は、糖（Ａ）を摂取させることによって、その脂肪体中又は血液中の糖（
Ｂ）濃度が上昇した状態にあることを特徴とする、ヒトの血糖値を降下させる物質のスク
リーニング用の無脊椎動物を提供するものである。
【００１５】
　また、本発明は、糖（Ａ）を摂取させることによって、その脂肪体中又は血液中の糖（
Ｂ）濃度が上昇した状態にあることを特徴とする、ヒトの血糖値を降下させる物質のスク
リーニング用のカイコを提供するものである。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、安価でコスト的に有利で、また倫理的な問題がなく、飼育も容易な生
物を用いて、薬理実験が容易で効率的で正確な、評価方法、スクリーニング方法、製造方
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】
【００１７】
　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、任意に変形して実施することができる。
【００１８】
［態様１］
　本発明の態様１は、被検物質がヒトの血糖値を降下させる物質であるか否かを評価する
方法であって、少なくとも、以下の工程（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）を有するものである。
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させる工程
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
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椎動物に、上記被検物質を投与する工程
（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程
【００１９】
　本発明の態様１は、必要に応じて更にその他の工程を含んでいてもよい。以下、工程（
ａ）、（ｂ）、（ｃ）について順に説明する。
【００２０】
＜工程（ａ）＞
　工程（ａ）においては、まず、無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させる。無脊椎動物として
は、昆虫綱、甲殻綱、ムカデ綱、クモ綱等の節足動物門に属するものが好ましく、鱗翅目
、甲虫目、双翅目、膜翅目、直翅目、網翅目等の昆虫綱に属するものがより好ましい。昆
虫綱に属するものとしては特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができる。取
り扱いの便宜性から、昆虫綱に属するものの幼虫であることが特に好ましい。
【００２１】
　かかる幼虫としては特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができるが、具体
的には、例えば、鱗翅目（ガ、チョウ等を含む）、甲虫目（カブトムシ等を含む）、双翅
目（ハエを含む）、膜翅目（ゴキブリを含む）、直翅目（バッタを含む）、網翅目（ハチ
を含む）等に属するものの幼虫が好ましいものとして挙げられる。これらのうち、完全変
態型昆虫の実質的に無毛の幼虫がより好ましい。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で、その多くが幼虫時は「いもむし」と呼ばれる栄養補給に特化
した実質的に無毛で単純な形態をしており、その動きも緩慢であるため、完全変態型昆虫
の幼虫は、薬剤等の注射が容易である点から実験動物として適している。
【００２２】
　更に、かかる幼虫としては、以下の点から、カイコが特に好ましい。
（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、定量的に注射できる等、薬
物の投与が容易である。
（６）脂肪体を有しており、脂肪体を取り出して、含有する物質の定量が可能である。
（７）マウス、ラット等に比べると安価で、狭いスペースで多数の個体を飼育でき、倫理
的な問題も少ない為、スクリーニング的な評価を行うことが容易である。
（８）被検物質が少量しかない場合でも評価を行うことができる。
（９）齢を揃える等、同じ状態の個体を揃えることが容易である。
（１０）体液を採取して、糖、脂質、酵素等の成分を解析することが可能である。
【００２３】
　以上のうち、（５）以降は完全変態型昆虫の幼虫全般にいえる特色となっており、完全
変態型昆虫の実質的に無毛の幼虫が実験動物として優れた特徴を持っていることは明らか
である。
【００２４】
　上記幼虫は、糖（Ａ）の摂取させやすさ、被検物質の投与のしやすさ、血液や脂肪体の
採取のしやすさ等の観点から、大型の幼虫であることが好ましい。ここで「大型の幼虫」
とは、体長が１ｃｍ以上である幼虫であり、好ましくは、１．５ｃｍ以上１５ｃｍ以下で
あり、特に好ましくは、２ｃｍ以上５ｃｍ以下である。また、カイコ等の場合は、４齢～
５齢の幼虫が好ましく、５齢の幼虫が特に好ましい。
【００２５】
　また、本発明に用いられる無脊椎動物としては、一般に、血糖値の恒常性を維持する機
構を有しているもの、血液中又は脂肪体中に糖を貯蔵する機能を有しているもの、又は、
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インスリン様ペプチドホルモンを有しているものが、ヒトの臨床との対応付けが可能であ
るという点で好ましい。また、インスリンシグナル伝達経路、ＭＡＰＫシグナル伝達経路
等の糖濃度制御機構を体内に有しているものが好ましい。また、注射器を用いて容易に被
検薬物の水溶液の血液内投与が可能である無脊椎動物が、探索を容易にするという点で好
ましい。一般に「いもむし」と呼ばれるチョウ、ガ、ハチ等の幼虫；カブトムシ、クワガ
タムシ等の幼虫等は、注射器を用いて容易に被検薬物の水溶液の血液内投与が可能である
という点で好ましい。また、体内に脂肪体を有しているものが、糖（Ａ）により脂肪体中
の糖（Ｂ）の濃度を上昇させることができる点で好ましい。
【００２６】
　糖（Ａ）の摂取の方法としては特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ
る。具体的には、例えば、血液中への注射、飼料（餌）への添加等による経口摂取、腸内
への注入等が挙げられ、簡便である点、及びヒトの臨床との対応という点で、腸管内部へ
の注射、飼料（餌）への添加等による経口摂取が好ましい。
【００２７】
　糖（Ａ）としては、その無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させ
るものであれば、糖（Ｂ）と同じものである必要はなく特に限定はないが、例えば、グル
コース、ヘプトース、ヘキソース、ペントース、テトロース、トリオース等の単糖類；ト
レハロース、マルトース、ラクトース、スクロース、セロビオース、ニゲロース、ソホロ
ース等の２糖類；フルクトオリゴ糖、ガラクトオリゴ糖、乳果オリゴ糖等のオリゴ糖；デ
ンプン、グリコーゲン、セルロース、ペクチン、グルコマンナン等の多糖類；デオキシ糖
；ウロン酸等の糖の酸化生成物；ソルビット、アラビット等の糖アルコール等が挙げられ
る。このうち、グルコース、スクロース又はでんぷんが、カイコの血液中の糖（Ｂ）濃度
を上昇させ、ヒト臨床との対応の点で特に好ましく、更に好ましくはグルコースである。
これらは１種を用いてもよいし、２種以上を混合して用いてもよい。
【００２８】
　摂取量としては、特に制限はなく、無脊椎動物の種類、摂取させる物質、摂取方法等に
応じて適宜選択することができる。本発明において摂取させる物質を飼料（餌）に添加し
て与える場合の糖（Ａ）の含有割合は、飼料（餌）と糖（Ａ）の合計量に対して、糖（Ａ
）を１質量％～２０質量％が好ましく、５質量％～１８質量％がより好ましく、８質量％
～１６質量％が特に好ましい。含有割合が少な過ぎる場合は、被検物質の効果を明確に確
認できるまでに、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させることができない場合が
あり、一方、多すぎる場合は、糖による血糖値上昇以外の障害を与える場合がある。
【００２９】
　また、摂取期間は、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）濃度を充分に上昇させることができ
れば特に限定はないが、１分間～１０日間が好ましく、５分間～１日間がより好ましく、
３０分間～２時間が特に好ましい。
【００３０】
　特に、無脊椎動物として前述のカイコを用いた場合には、飼料（餌）としては、クワの
葉、人工飼料（シルクメイト２Ｓ、日本農産工業社製）等が好ましく、このうち人工飼料
を用いた時には、人工飼料に含まれている糖と糖（Ａ）の合計量に対して、糖（Ａ）を５
質量％～２０質量％の割合で混合して含有させることが好ましく、８質量％～１６質量％
の割合で含有させることが特に好ましい。また、摂取期間は５分間～１０時間が好ましく
、３０分間～２時間が特に好ましい。
【００３１】
　工程（ａ）においては、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させ
ることが必須である。糖（Ｂ）としては、糖（Ａ）の摂取によって脂肪体中又は血液中の
濃度が上昇し、被検物質が投与されたときに、その濃度の低下が測定できるものであれば
特に限定はないが、例えば、グルコース、トレハロース等が挙げられる。また、糖（Ｂ）
の定量方法によっては複数種類の糖の合計量が定量される場合があるが、その場合は、糖
（Ｂ）は１種に限定されない。
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【００３２】
　糖（Ｂ）の定量方法は特に限定はないが、例えば、全ての糖類の定量にはフェノール硫
酸法、アンスロン硫酸法、カルバゾール硫酸法等；グルコースの定量にはグルコースオキ
シダーゼ法等が挙げられる。
【００３３】
　工程（ａ）で得られた「脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊椎動物」
における「糖（Ｂ）の濃度の上昇の程度」は、被検物質の効果が確認できる程度に大きけ
れば特に限定はないが、糖（Ａ）を摂取させない通常のものに比較して、１．５倍～１０
０倍が好ましく、１．５倍～８倍がより好ましく、１．５倍～３倍が特に好ましい。「糖
（Ｂ）の濃度の上昇の程度」が低すぎる場合は、被検物質の効果が確認できない場合があ
る。一方、上限については、上記範囲より高くできなかったり、また、必要性がなかった
りする場合がある。また、必要以上に高くしようとすると、血糖値上昇以外の個体の障害
が生じ、著しい場合には個体が死亡してしまう場合がある。
【００３４】
　具体的には、血液中の糖（Ｂ）の濃度の場合には、７ｍｇ／ｍＬ（μｇ／μＬ）～２０
０ｍｇ／ｍＬ（μｇ／μＬ）が好ましく、８ｍｇ／ｍＬ～１５０ｍｇ／ｍＬがより好まし
く、１０ｍｇ／ｍＬ～１００ｍｇ／ｍＬが特に好ましい。また、脂肪体中の糖（Ｂ）の濃
度の場合には、１０ｎｇ／μｇ～１，０００，０００ｎｇ／μｇが好ましく、１００ｎｇ
／μｇ～１０，０００ｎｇ／μｇがより好ましく、１，０００ｎｇ／μｇ～２０，０００
ｎｇ／μｇが特に好ましい。濃度の測定方法と表現方法は実施例の方法による。
【００３５】
　本発明において、糖（Ａ）を摂取させることによって、カイコ等の無脊椎動物の脂肪体
中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させ得ることが初めて分かった。しかも、マウス等
の哺乳類に比較して定量的な扱いが容易である。すなわち、マウス等の哺乳類を評価動物
とした場合には、飼料（餌）中の糖の含量割合、又は、糖を含む飼料（餌）の摂取期間を
調節することにより、その個体の血液中の糖（Ｂ）の濃度をコントロールすることは容易
ではない。これに対して、無脊椎動物、例えばカイコは、飼料（餌）に含まれる糖の含量
割合、及び／又は、給餌時間（摂取期間）の調節により、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）
の濃度をコントロールすることが容易である。この点でも、マウス等の哺乳類に比較して
、例えばカイコ等の無脊椎動物は、評価動物として優れている。
【００３６】
＜工程（ｂ）＞
　工程（ｂ）では、上記工程（ａ）で得られた「脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が
上昇した無脊椎動物」に対して被検物質を投与する。
【００３７】
　被検物質を投与する方法としては、特に制限はなく目的に応じて適宜選択することがで
きる。具体的には、例えば、血液中への注射、飼料（餌）への添加等による経口摂取、腸
内への注入等が挙げられる。簡便である点、ヒトの臨床との対応という点で、腸管内部へ
の注射、経口摂取が好ましい。
【００３８】
　被検物質の投与量としては特に制限はなく、無脊椎動物の種類、投与する物質、投与方
法等に応じて適宜選択することができる。また、ヒトでの体重当たりの投与量を、投与す
る無脊椎動物の重さに換算して投与することも好ましい。また、その換算値に所定の倍率
を乗じた量を投与することも好ましい。また、被検物質は、生理食塩水、水等で希釈して
投与させることも好ましい。
【００３９】
　被検物質の投与時期は特に限定はなく、工程（ａ）において糖（Ａ）を摂取させ終えた
直後、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度がほぼ最大値に達した時点、
血液中の糖の濃度が正常値にまで回復してゆく時点等が挙げられるが、該無脊椎動物の脂
肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度がほぼ最大値に達した時点が、実験結果の再現性を得
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るという点で好ましい。具体的には、例えば、「糖（Ａ）を摂取させ終えた直後」から「
糖（Ａ）を摂取させ終えてから２４時間経過後」の間が好ましく、「糖（Ａ）を摂取させ
終えた直後」から「糖（Ａ）を摂取させ終えてから６時間経過後」までの間がより好まし
く、「糖（Ａ）を摂取させ終えた直後」が特に好ましい。
【００４０】
　また、投与期間は、被検物質による「脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度」の減少が
測定できれば特に限定はないが、１回に全量投与、あるいは継続的な投与が簡便性の点で
好ましい。
【００４１】
＜工程（ｃ）＞
　工程（ｃ）では、上記工程（ｂ）で、被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は
血液中の糖（Ｂ）の濃度を測定する。測定試料の採取方法は脂肪体に関しては、解剖して
採取することが好ましく、血液に関しては、切り傷を付けてそこから採取する方法が好ま
しい。
【００４２】
　糖（Ｂ）の濃度の測定方法としては、工程（ａ）の箇所で記載した方法と同様の方法が
挙げられる。脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度の測定をする時期については特に限定
はなく、工程（ｂ）において被検物質が投与された直後から、被検物質による糖（Ｂ）の
濃度の減少の効果が見られなくなるまでの期間から選択すればよい。具体的には、例えば
、被検物質が投与された時点から１分～１日が好ましく、３０分～１０時間が特に好まし
い。
【００４３】
　糖（Ｂ）の濃度の測定に際しては、被検物質を投与していない、「同様に脂肪体中又は
血液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させた無脊椎動物」を対照として用いることが好ましい。対
照には、例えば、生理食塩水を同量だけを投与することが好ましい。対照に比較して、被
検物質を投与したもので、糖（Ｂ）の濃度がどれくらい減少していたかによって、被検物
質を評価する。
【００４４】
　無脊椎動物としてカイコを用い、被検物質としてインスリン、メトホルミン、ＡＩＣＡ
Ｒを用いたところ、何れも、糖（Ｂ）の濃度の減少が見られた。態様１は、コスト的、倫
理的に問題なく、ある物質にヒトの血糖値を降下させる作用があるか否かを評価できる方
法である。更に、Ｉ型糖尿病に有効な物質のみならず、インスリン分泌低下によらないII
型糖尿病に有効な物質の評価にも適用可能である。
【００４５】
［態様２］
　本発明の態様２は、ヒトの血糖値を降下させる物質をスクリーニングする方法であって
、以下の工程（ａ）、（ｂ）、（ｃ）及び（ｄ）を有するものである。
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させる工程
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
椎動物に、被検物質を投与する工程
（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程
（ｄ）上記被検物質の中から、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低
下させる物質を選択する工程
【００４６】
　本発明の態様２は、必要に応じて更にその他の工程を含んでいてもよい。工程（ａ）、
（ｂ）及び（ｃ）については、上記態様１と同様である。
【００４７】
＜工程（ｄ）＞
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　工程（ｄ）において、上記工程（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）によって使用された被検物質
の中から、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低下させる物質を選択
する。対照に比較して、被検物質を投与したもので、糖（Ｂ）の濃度がどれくらいまでに
減少した場合に有意差と判定してその被検物質を選択するかについては、用いた無脊椎動
物の数にも依存し特に限定はないが、通常、対照の糖（Ｂ）の濃度の９５％以下～８０％
以下である。カイコを用いた場合、インスリンで６０％にまで減少（実施例４）、メトホ
ルミンで７０％にまで減少（実施例５）した。
【００４８】
　１条件に用いる無脊椎動物の数については特に限定はないが、１個～２００個が好まし
く、２個～１０個が特に好ましい。この範囲であると、薬学的にも統計学的にも正しい選
択が可能である。
【００４９】
　態様２のスクリーニング方法によって、コスト的に有利に、倫理的にも問題がない方法
で、糖尿病治療薬のスクリーニングが可能である。更に、ヒトにおけるＩ型糖尿病の治療
薬に限定されず、インスリン分泌低下によらないII型糖尿病の治療薬のスクリーニングが
可能である。すなわち、II型糖尿病の病態であるインスリン抵抗性を改善する物質のスク
リーニングが可能である。
【００５０】
［態様３］
　本発明の態様３は、ヒトの血糖値を降下させる薬剤を製造する方法であって、以下の工
程（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）を有するものである。
（ａ）無脊椎動物に糖（Ａ）を摂取させることによって、該無脊椎動物の脂肪体中又は血
液中の糖（Ｂ）濃度を上昇させる工程
（ｂ）上記工程（ａ）で得られた、脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度が上昇した無脊
椎動物に、被検物質を投与する工程
（ｃ）上記被検物質が投与された無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を測
定する工程
（ｄ）上記被検物質の中から、該無脊椎動物の脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を低
下させる物質を選択する工程
（ｅ）上記工程（ｄ）で選択された物質と製薬上許容される担体を混合する工程
【００５１】
　本発明の態様３は、必要に応じて更にその他の工程を含んでいてもよい。工程（ａ）、
（ｂ）、（ｃ）及び（ｄ）については、上記態様２と同様である。
【００５２】
＜工程（ｅ）＞
　工程（ｅ）は、上記工程（ｄ）で選択された物質と製薬上許容される担体とを混合する
工程である。
【００５３】
　本発明の、評価する方法、スクリーニングする方法によって見出された「ヒトの血糖値
を降下させる物質」は、それを含有させて薬剤が製造される。該薬剤の剤型については特
に限定はないが、経口投与のための製剤としては、錠剤、丸剤、顆粒剤、カプセル剤、散
剤、液剤、懸濁剤、シロップ剤、舌下剤等が挙げられ、また、非経口投与のための製剤と
しては、注射剤、経皮吸収剤、吸入剤、坐剤等が挙げられる。
【００５４】
　製剤化に際しては、製薬上許容される担体を混合することが可能である。担体の種類及
び組成は、投与経路や投与方法によって適宜決定することができる。例えば、液状担体と
しては、水、アルコール、食用油等を用いることができる。固体担体としては、リジン等
のアミノ酸類、シクロデキストリン等の多糖類、ステアリン酸マグネシウム等の有機酸塩
類、ヒドロキシルプロピルセルロース等のセルロース誘導体等を用いることができる。
【００５５】
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　上記工程（ｄ）で選択された物質には、更に、等張化剤、防腐剤、湿潤剤、乳化剤、分
散剤、安定化剤、溶解補助剤、賦形剤、結合剤、崩壊剤、希釈剤、緩衝剤、着色剤、着香
剤等の各種医薬用添加剤を配合することができる。注射剤の場合には適当な担体と共に滅
菌処理を行なって薬剤とする。
【００５６】
＜作用＞
　本発明において、例えば、カイコの脂肪体中又は血液中の糖（Ｂ）の濃度を上昇させる
ことができ、更に、糖（Ｂ）の濃度を低下させる物質が、ヒト等の哺乳類と共通している
ことによって、ヒトの血糖値を降下させる物質が、評価、スクリーニングできた作用・原
理は明らかではなく、また、本発明は、かかる作用・原理の範囲に限定されるわけではな
いが、以下のことが考えられる。すなわち、カイコは血糖値の恒常性を維持する機構を有
しており、筋肉及び人の肝臓に相当する脂肪体に糖を貯蔵でき、また、インスリン様ペプ
チドホルモンであるボンビキシンを有しており、ボンビキシンの下流には、ヒトの場合と
同様なＭＡＰＫシグナル伝達経路を含むインスリンシグナル伝達経路が存在する。また、
組み換え型ヒトインスリンがＰＩ３キナーゼの活性化を介して、カイコの脂肪体の糖の取
り込みを亢進させる作用を有する。更に、インスリンシグナル伝達経路以外の経路である
ＡＭＰキナーゼの活性化により、カイコの血糖値は低下する。すなわち、カイコにはヒト
の血糖調節機構と同様な機構があるために、本発明の前記効果が表れたと考えられる。
【実施例】
【００５７】
　以下に、実施例及び比較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。
【００５８】
＜カイコの種類、飼育条件＞
　カイコの受精卵（交雑種Ｈｕ・Ｙｏ　ｘ　Ｔｕｋｕｂａ・Ｎｅ）は、愛媛蚕種株式会社
から購入した。孵化した幼虫は室温で人工飼料シルクメイト２Ｓ（日本農産工業株式会社
製）を与えて５齢幼虫まで育てた。飼育容器は卵から２齢幼虫までを角型２号シャーレ（
栄研器材製）、それ以降をディスポーザブル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。飼育温度は２７℃とした。
【００５９】
　以下の実施例で用いる通常飼料給餌に用いる飼料は、人工飼料シルクメイト２Ｓ（日本
農産工業株式会社製）であり、グルコース添加飼料給餌に用いる飼料は、人工飼料シルク
メイト２Ｓ（日本農産工業株式会社製）に所定の質量比でＤ－グルコースを混合して調製
したものである。本実施例において、「絶食群（以下、適宜「Ｓｔ」と記載することもあ
る）」とは、所定期間中全く餌を給餌しなかったカイコ群であり、「通常飼料給餌群（以
下、適宜「ＮＤ」と記載することもある）」とは、人工飼料シルクメイト２Ｓを所定期間
給餌したカイコ群であり、「グルコース添加飼料給餌群（以下、適宜「ＧＤ」と記載する
こともある）」とは、所定の質量比でグルコースを混合した飼料を所定期間給餌したカイ
コ群のことである。
【００６０】
＜試薬＞
　以下の実施例で用いる「組み換え型インスリン」は、インスリン（Ｓｉｇｍａ社製）を
０．１％の酢酸を含む生理食塩水（０．９％ＮａＣｌ）に溶解して用いた。メトホルミン
（１，１－Ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｉｇｕａｎｉｄｅ　Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ、和光純
薬社製）は、生理食塩水に溶解して用いた。ワートマニン（ｗｏｒｔｍａｎｉｎ）はＣＡ
ＬＢＩＯＣＨＥＭより購入したものをＤＭＳＯに溶解して用いた。
【００６１】
＜血液中の糖濃度の測定方法＞
　カイコの血液中の糖濃度（以下、「血糖値」と略記する）の測定方法は以下の通りであ
る。カイコの血液は、第一腹肢に切り傷をつけた所から、約１００μＬ採取し、タンパク
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質を沈殿させるために、９倍量の０．６Ｎ過塩素酸と混合した。３０００ｒｐｍで１０分
間遠心分離し、体液抽出液（ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ　ｅｘｔｒａｃｔ）（上清）を得た。
【００６２】
　血糖値はフェノール硫酸法（Ｈｏｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ）により定量した。上記体液抽出
液を蒸留水で１０倍希釈したもの１００μＬと、５％（ｗ／ｖ）フェノール水溶液１００
μＬとを混合し、濃硫酸５００μＬを加えて激しく撹拌した。室温で２０分間静置した後
、４９０ｎｍの吸光度を測定した。グルコース水溶液を標準糖溶液として血糖値を算出し
た。単位「ｍｇ／ｍＬ」の分母はカイコの血液の体積である。
【００６３】
＜血液中のグルコース濃度の測定方法＞
　カイコの血液中のグルコース濃度は、通常のグルコースオキシダーゼ法に従い定量した
。上記の血液中の糖濃度の測定と同様にして、体液抽出液（ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ　ｅｘｔ
ｒａｃｔ）（上清）を得た後、蒸留水で適当な濃度に希釈したもの２０μＬに、酵素反応
液（０．１２Ｍ　Ｎａ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．４）、４ｕｎｉｔ
ｓ／ｍＬ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｏｘｉｄａｓｅ、３ｕｎｉｔｓ／ｍＬ　ｏｆ　ｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅ、９ｍＭ　ｏ－ｄｉａｎｉｓｉｄｉｎｅ）４００μＬとを混合し、室温で
４０分放置した。その後、７０％濃硫酸１００μＬを加えて激しく撹拌し、５３０ｎｍに
おける吸光度を測定した。グルコース水溶液を標準糖溶液として、グルコース濃度を算出
した。単位「ｍｇ／ｍＬ」の分母は、カイコの体液抽出液の体積である。
【００６４】
＜脂肪体中の糖濃度の測定方法＞
　カイコの脂肪体中の糖濃度の測定方法は、以下の通りである。カイコの脂肪体は、ハサ
ミで体腔を開いてピンセットにより取り出し、生理食塩水中で洗った後、終濃度３０％（
ｗ／ｖ）となるように水酸化カリウム（ＫＯＨ）を加え、１００℃にて５分間熱処理した
。更にエチルアルコールを終濃度６０％（ｖ／ｖ）となるまで加え、煮沸して糖を沈殿さ
せ、４℃で一晩静置した後、遠心（３０００ｒｐｍ、１５分）により集め、定量した。糖
濃度の測定方法は、上記血液中の糖濃度の測定方法と同様である。単位「μｇ／ｍｇ」（
又は「ｍｇ／ｇ」）の分母はカイコの脂肪体の質量である。
【００６５】
＜脂肪体の糖取り込み量の測定方法＞
　絶食させた５齢２日目のカイコを背側から解剖し、脂肪体を摘出した。摘出した脂肪体
はＩｎｓｅｃｔ　ｓａｌｉｎｅ（１３０ｍＭＮａＣｌ／５ｍＭ　ＫＣｌ／１ｍＭ　ＣａＣ
ｌ２）で洗浄した後、質量を測定し、ペニシリン、ストレプトマイシン及びグルコースを
添加したＧｒａｃｅ’ｓ　ｉｎｓｅｃｔ　ｍｅｄｉｕｍ２００μＬ中で２７℃において馴
染ませた。ワートマニン（ｗｏｒｔｍａｎｉｎ）を用いた実験においては、同時に培地中
にワートマニンを加えた。３０分間の前培養の後、培地にインスリン（３ｍｇ／ｍＬ）５
０μＬを添加し、２７℃で引き続き培養を続けた。培養後、上記方法で脂肪体抽出液を調
製し、脂肪体中の糖濃度の測定を行い、脂肪体の質量当たりの糖取り込み量を算出した。
単位「μｇ／ｍｇ」の分母はカイコの脂肪体の質量である。
【００６６】
＜脂肪体のリン酸化Ａｋｔ量の測定方法＞
　カイコから摘出した脂肪体を、Ｉｎｓｅｃｔ　ｓａｌｉｎｅ（１３０ｍＭＮａＣｌ／５
ｍＭ　ＫＣｌ／１ｍＭ　ＣａＣｌ２）で洗浄した後、ペニシリン、ストレプトマイシンを
添加したＧｒａｃｅ’ｓ　ｉｎｓｅｃｔ　ｍｅｄｉｕｍ２００μＬ中で２７℃において馴
染ませた。ワートマニン（ｗｏｒｔｍａｎｉｎ）を用いた実験においては、同時に培地中
にワートマニンを加えた。３０分間の前培養の後、培地にインスリン（３ｍｇ／ｍＬ）を
５０μＬ添加し、２７℃で１時間培養した。脂肪体をＩｎｓｅｃｔ　ｓａｌｉｎｅ（１３
０ｍＭＮａＣｌ／５ｍＭＫＣｌ／１ｍＭＣａＣｌ２）で洗浄した後、ＮＰ－４０　ｌｙｓ
ｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（１０ｍＭＴｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ＝７．５）、１５０ｍＭＮａＣｌ
、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴＴ（ジチオスレイトール）、１％ＮＰ－４０、１
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０ｍＭＮａＦ、１ｍＭＮａ３ＶＯ４）２５０μＬの溶液と混合し、２０秒間、超音波処理
した。その後、ＴＣＡ沈殿を行い、タンパク質をＳＤＳ電気泳動し、ＰＶＤＦメンブレン
に移行させた。抗Ａｋｔ抗体及び抗リン酸化Ａｋｔ抗体を用いてウエスタンブロットを行
い、脂肪体のリン酸化Ａｋt量（リン酸化Ａｋｔ量／全Ａｋｔ量）を測定した。
【００６７】
＜被検物質の投与の方法＞
　実施例４、実施例５及び実施例９において、５齢１日目のカイコの第５体節の模様部に
、被検物質をそれぞれ所定量含む０．０５ｍＬの生理食塩水を注射した。また、対照とし
ては、それぞれ同量である０．０５ｍＬの生理食塩水のみを注射した。注射筒（１ｍＬ）
と注射針（２７Ｇｘ３／４）はテルモ株式会社製を使用した。
【００６８】
実施例１
　カイコに糖を含む餌を摂取させることにより、カイコの血糖値が上昇するか否かを検討
した。５齢１日目のカイコを、「絶食群」、「通常飼料給餌群」、「１５％（ｗ／ｗ）グ
ルコース添加飼料給餌群」に分け、それぞれ１０匹に対し、２７℃で、１５％（ｗ／ｗ）
のグルコースを含む餌を１日間及び３日間与えた。その後、血糖値（ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ
　ｓｕｇａｒ）（ｍｇ／ｍＬ）及び脂肪体中の糖濃度（μｇ／ｍｇ）を測定した。その結
果を、それぞれ図１（Ａ）及び図１（Ｂ）に示す。
【００６９】
　図１（Ａ）から分かるように、給餌開始後１日目及び３日目のカイコの何れにおいても
、グルコース添加飼料給餌群では、通常飼料給餌群と比べて約３倍高い血糖値を示した。
なお、絶食群の血糖値は、通常飼料給餌群の約１／２であった。
【００７０】
　また、図１（Ｂ）から分かるように、給餌開始後１日目のカイコの脂肪体中の糖濃度に
おいて、グルコース添加飼料給餌群では、通常飼料給餌群と比べて約２倍高い値を示した
。なお、絶食群の糖濃度は、通常飼料給餌群の１／１０以下であった。
【００７１】
　従って、以上から、グルコース添加飼料をカイコに与えることにより、カイコの血糖値
及び脂肪体の糖濃度が上昇することが分かった。これらの結果より、カイコにおいても、
ヒトと同様に、血糖値の増加により、脂肪体中に糖が取り込まれて貯蔵されることが示唆
された。
【００７２】
実施例２
　５齢１日目のカイコに対し、それぞれ、３匹ずつに、グルコース３３％（ｗ／ｗ）を含
む餌（３３％Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｄｉｅｔ）を摂取させたときの血糖値の経時的推移を調べ
た。すなわち、給餌開始前、給餌開始３０分後、６０分後、１８０分後のカイコの血糖値
をそれぞれ同様にして測定した。結果を図２に示す。
【００７３】
　図２から分かるように、給餌開始３０分後では、給餌開始前の約２倍、給餌開始６０分
後及び１８０分後では何れも、給餌開始前の約３倍に血糖値が上昇していた。以上の結果
は、カイコにおいても、哺乳類と同様に、糖の経口摂取により血糖値が速やかに上昇する
ことを示している。なお、この範囲の時間経過では、通常飼料給餌群（Ｎｏｒｍａｌ　Ｄ
ｉｅｔ）と絶食群（Ｓｔａｖａｔｉｏｎ）では、血糖値の変化はみられなかった。
【００７４】
実施例３
　餌に含まれる糖の含有割合を変化させて、カイコの血糖値の変動を調べた。すなわち、
５齢1日目のカイコを、「通常飼料給餌群」、「８％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料給餌
群」、「１６％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料給餌群」、「３３％（ｗ／ｗ）グルコース
添加飼料給餌群」に分けて、それぞれ３匹ずつを２７℃で飼育し、給餌開始後６０分後に
血糖値を測定した。結果を図３に示す。同様にして給餌開始後１８０分後の血糖値を測定
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した。結果を図９に示す。
【００７５】
　図３、図９から分かるように、各群の平均血糖値は、グルコース含量を３３％としても
飽和せずに餌のグルコースの含量割合に依存して上昇した。
【００７６】
実施例４
　実施例１～３及び実施例７～９で、カイコを高血糖状態にする条件が見出された。次に
、臨床において用いられる血糖降下薬が、高血糖状態のカイコの血糖値を低下させるか否
かを検討した。５齢１日目のカイコ（体重１±０．１ｇ）に、１６％（ｗ／ｗ）グルコー
ス添加飼料を与え、２７℃で６０分間飼育後、それぞれ３匹ずつ、血液中に「生理食塩水
０．０５ｍＬを投与」及び「組み換え型ヒトインスリン０．３６ｍｇを含有する０．０５
ｍＬの生理食塩水溶液を投与」し、投与から６時間後に血液を採取し、糖濃度の定量を行
った。結果を図４に示す。
【００７７】
　図４から分かるように、インスリン投与群の血糖値は、生理食塩水投与群の血糖値と比
べて、約６割まで低下していた。このことから、組み換え型ヒトインスリンは、カイコの
血糖値を低下させる作用を有することが示された。
【００７８】
実施例５
　臨床において用いられる、ヒトの血糖降下薬であるメトホルミンが、高血糖状態のカイ
コの血糖値を低下させるか否かを検討した。メトホルミンは、解糖の促進を作用機序とす
るビグアナイド系の血糖降下薬として知られているものである。すなわち、実施例４にお
いて、「組み換え型ヒトインスリン０．３６ｍｇ／生理食塩水０．０５ｍＬ」の代わりに
、「メトホルミン０．１ｍｇ／生理食塩水０．０５ｍＬ」を投与した以外は、実施例４と
同様の操作をし、その後、糖濃度の定量を行った。結果を図５に示す。
【００７９】
　図５から分かるように、メトホルミン投与群の血糖値は、生理食塩水投与群の血糖値と
比べて、約７割まで低下していた。このことから、メトホルミンはカイコの血糖値を低下
させる作用を有することが示された。
【００８０】
　なお、投与したメトホルミン量（１００ｍｇ／ｇ）は、ヒトの１日最高投与量（１２．
５ｍｇ／ｇ）の約１０倍の量であった。メトホルミンはインスリンとは異なる作用機構に
より血糖値を下げる薬剤である。従って、カイコを用いた方法は、Ｉ型糖尿病ばかりでな
く、インスリン分泌低下によらないII型糖尿病に有効な治療薬の評価、スクリーニング、
製造にも有効であることが分かった。
【００８１】
実施例６
　次に、インスリンのカイコの血糖値降下作用のＥＤ５０値の算出を試みた。５齢１日目
のカイコに９％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料を与え、２７℃で６０分間飼育後、生理食
塩水、及び組み換え型ヒトインスリン（０．００５ｍｇ～０．５ｍｇ）を投与し、６時間
後に血液を採取し、血中の糖濃度を定量した。３％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料群の血
糖値まで低下したときを１００％とした相対的な血糖値降下率のグラフを図６に示す。
【００８２】
　図６から分かるように、インスリンによるカイコの血糖降下作用のＥＤ５０値は、０．
０１５ｍｇ／ｇであった。臨床において、１日にヒトに投与されるインスリン量は、０．
１４～３．５３ｍｇである。算出されたＥＤ５０値は、体重６０ｋｇのヒトに対する１日
投与量の１０００倍程度であった。
【００８３】
実施例７
　５齢１日目のカイコに対し、それぞれ、３匹ずつに、グルコース１５％（ｗ／ｗ）を含
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む餌を摂取させたときの血糖値及びカイコの血液中のグルコース濃度の経時的推移を調べ
た。すなわち、給餌開始前、給餌開始３０分後、６０分後、１８０分後のカイコの血糖値
及びカイコの血液中のグルコース濃度をそれぞれ同様にして測定した。結果を図７に示す
。次に、カイコに２７℃で６０分間グルコース１２％（ｗ／ｗ）を含む餌を摂取させた後
、絶食させたときのカイコの血糖値の経時的推移を調べた。すなわち、給餌前、給餌開始
１時間後（絶食開始０時間後）、絶食開始２時間後、５時間後、８時間後のカイコの血糖
値をそれぞれ同様にして測定した。結果を図８に示す。
【００８４】
　図７（ａ）から分かるように、給餌開始３０分後では、給餌開始前の約２倍、給餌開始
６０分後及び１８０分後では、給餌開始前の約３倍以上、約６倍以上に血糖値が上昇して
いた。１５％グルコース添加飼料給餌群においても同様に、速やかに血液中のグルコース
濃度が上昇していた（図７（ｂ））。以上の結果は、カイコにおいても、哺乳類と同様に
、糖の経口摂取により血糖値及び血液中のグルコース濃度が速やかに上昇することを示し
ている。なお、この範囲の時間経過では、通常飼料給餌群（Ｎｏｒｍａｌ　Ｄｉｅｔ）と
絶食群（Ｓｔａｖａｔｉｏｎ）では、血糖値及び血液中のグルコース濃度の変化はみられ
なかった。また、図８から分かるように、絶食開始２時間後からカイコの血糖値が低下し
始めた。これの結果は、カイコが哺乳類と同様に糖の過剰摂取により血糖値が上昇し、時
間の経過に伴い減少することを示唆している。
【００８５】
実施例８
　５齢１日目のカイコ、それぞれ３匹ずつに、通常飼料又は５％、１０％、１５％、３０
％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料をそれぞれ与え、２７℃で３日間飼育後のカイコの体長
、体重、血糖値を測定した。また、５齢１日目のカイコに同条件下、何も飼料を与えない
で飼育後、同様にして体長、体重、血糖値を測定した。結果を図１０に示す。
【００８６】
　図１０より、各グルコース添加飼料給餌群（５％、１０％、１５％、３０％ＧＤ）は、
通常飼料給餌群（Ｎｏｒｍａｌ　Ｄｉｅｔ；ＮＤ）より何れも体長が短く、体重が軽かっ
た（図１０（ａ）～（ｃ））。このときの血糖値は、グルコースの添加量により上昇して
いた（図１０（ｄ））。また、カイコにグルコース溶液を注射することによっても、同様
の成長阻害が起こることがわかった（データ示さず）。これらの結果より、カイコは血糖
値の上昇により、成長が阻害されることを示唆している。
【００８７】
実施例９
　５齢１日目のカイコ（体重１±０．１ｇ）に、１２％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料を
与え、２７℃で６０分間飼育後、それぞれ３匹ずつ、血液中に「生理食塩水０．０５ｍＬ
を投与」又は「組み換え型ヒトインスリン０．３６ｍｇを含有する０．０５ｍＬの生理食
塩水溶液を投与」し、投与から１時間後、３時間後、６時間後に血液を採取し、血糖値を
測定した。更に、５齢１日目のカイコに、１２％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料を与え、
２７℃で６０分間飼育後、それぞれ３匹ずつ、血液中に「組み換え型ヒトインスリン（０
．００５ｍｇ～０．５ｍｇ）を含有する０．０５ｍＬの生理食塩水溶液を投与」し、６時
間後に血液を採取し、血糖値を測定した。図１１（ｂ）における単位「μｇ／ｇ」の分母
はカイコの体重である。結果を図１１に示す。
【００８８】
　次に、５齢１日目のカイコ、それぞれ３匹ずつから脂肪体を摘出し、１質量％グルコー
スを添加したＧｒａｃｅ’ｓ　ｍｅｄｉｕｍに生理食塩水又は組み換え型ヒトインスリン
０．７ｍｇを投与し、２７℃３時間培養後、摘出した脂肪体のリン酸化Ａｋｔ量及び糖取
り込み量を測定した。また、５齢１日目のカイコから摘出した脂肪体をワートマニン（ｗ
ｏｒｔｍａｎｉｎ）処理したものも同様にしてグルコースを添加し、組み換え型ヒトイン
スリンを投与して培養し、脂肪体のリン酸化Ａｋｔ量及び脂肪体質量当たりの糖取り込み
量を測定した。更に、脂肪体のリン酸化Ａｋｔ量を定性的に確認するため、抗Ａｋｔ抗体
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、及び抗リン酸化Ａｋｔ抗体を用いてそれぞれのサンプルについて測定を行った。結果を
図１１に示す。
【００８９】
　図１１（ａ）及び（ｂ）から分かるように、インスリン投与群の血糖値は生理食塩水投
与群と比べて、約６割まで低下することが判明した（図１１（ａ））。また、ヒトインス
リンの投与量に依存してカイコの血糖値は低下した（図１１（ｂ））。これらの結果は、
組み換え型ヒトインスリンがカイコの血糖値を低下させる作用を有することを示唆してい
る。
【００９０】
　図１１（ｃ）及び（ｄ）から分かるように、摘出した脂肪体を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏ
の組織培養液に組み換え型ヒトインスリンを添加することにより、脂肪体のリン酸化Ａｋ
ｔ量が増加した。また、組み換え型ヒトインスリンの添加により、脂肪体質量当たりの糖
取り込み量も増加した（図１１（ｅ））。更に、この組み換え型ヒトインスリンによるＡ
ｋｔのリン酸化及び脂肪体の糖取り込み量の増加は、ＰＩ３キナーゼの阻害剤であるｗｏ
ｒｔｍａｎｉｎ処理により抑圧されることが分かった（図１１（ｃ）～（ｅ））。これら
の結果より、組み換え型ヒトインスリンがＰＩ３キナーゼの活性化を介して、カイコの脂
肪体の糖の取り込みを亢進させる作用を有することを示唆している。したがって、組み換
え型ヒトインスリンによるカイコの血糖降下作用は、ヒトにおける作用と同様のメカニズ
ムであると考えられる。
【００９１】
実施例１０
　５齢１日目のカイコ、それぞれ３匹ずつに、１２％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料を与
え、２７℃６０分間飼育後、「生理食塩水１ｍＬのみ」又は「ＡＩＣＡＲ４ｍｇ／生理食
塩水１ｍＬ」を投与し、６時間後に血液を採取し、血糖値を測定した。また、５齢１日目
のカイコの脂肪体を摘出し、５００μＭのＡＩＣＡＲを５０μＬ加え、６時間処理後、脂
肪体中のＡＭＰＫ活性を、ＡＭＰＫの人工基質であるＳＡＭＳペプチドにγ３２Ｐ－ＡＴ
Ｐのリン酸を付加する反応を用いて測定した。結果を図１２に示す。
【００９２】
　図１２（ａ）から分かるように、ＡＩＣＡＲ投与群のカイコの血糖値は、生理食塩水の
み投与群と比較して低下していた（図１２（ａ））。この結果より、ＡＭＰキナーゼの活
性化剤であるＡＩＣＡＲがカイコに対して血糖降下作用を示すことが分かった。また、摘
出した脂肪体をＡＩＣＡＲで処理することにより、ＡＭＰＫ活性が増強することがわかっ
た（図１２（ｂ））。以上より、投与したＡＩＣＡＲは、ヒトと同様のメカニズムでカイ
コの脂肪体に作用し、ＡＭＰＫ活性を促進させることを示唆している。
【００９３】
　一方、グリベンクラミドの注射では、カイコの血糖値の降下は見られなかった（データ
示さず）。ＳＵ剤の一種であるグリベンクラミドは、膵臓のβ細胞のＳＵレセプターと結
合して、インスリンの放出を促進する薬剤である。カイコにおいては、膵臓と同様の機能
をする臓器が確認されていない。グリベンクラミドの投与によりカイコの血糖値が低下し
なかったことは、カイコには、哺乳類の膵臓のβ細胞様の細胞が存在しないことが原因の
一つであると考えられる。したがって、カイコを用いた場合には、グリベンクラミドのよ
うなインスリン放出促進作用を有する薬剤の評価は行えないと考えられる。
【００９４】
実施例１１
　５齢１日目のカイコ、それぞれ３匹ずつに、通常飼料（Ｎｏｒｍａｌ　Ｄｉｅｔ；ＮＤ
）、１２％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料（Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｄｉｅｔ；ＧＤ）及び１２
％（ｗ／ｗ）グルコース添加飼料（Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｄｉｅｔ；ＧＤ）と、組み換え型ヒ
トインスリン３．５ｍｇ／ｍＬを５０μＬ、１２時間ごとに５回注射し、２７℃４日間飼
育後、カイコの体長、体重を測定した。結果を図１３に示す。
【００９５】
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　１２％グルコース添加飼料（ＧＤ）を４日間給餌したカイコは、通常飼料（ＮＤ）給餌
群のカイコより、体長が小さく、体重が減少しており、成長の阻害が観察された（図１３
（ｂ）～（ｄ））。１２％グルコース添加飼料（ＧＤ）及び組み換え型ヒトインスリンを
１２時間ごとに５回注射した場合は、組み換え型ヒトインスリンを注射しないものより、
体長の増大と、体重の増加が認められた（図１３（ａ）～（ｄ））。この結果は、高血糖
状態によるカイコの成長阻害が組み換え型ヒトインスリンによる血糖値の低下により回復
することを示唆している。
【００９６】
　実施例１～実施例１１によって、カイコの血糖値は飼料に添加した糖（Ａ）の濃度及び
給餌時間に依存して上昇すること、及び高血糖状態のカイコに血糖降下薬であるインスリ
ン、メトホルミン、ＡＩＣＡＲを投与することにより、カイコの血糖値が低下することが
明らかになった。任意に選んだ「ヒトに効果がある上記３物質」で、特定状態のカイコの
血糖値が低下することが明らかになったことにより、本発明の方法は、少なくともヒトの
血糖値を降下させる可能性がある全ての薬剤の評価・スクリーニング方法として、充分に
確立しているものである。
【００９７】
　血糖値の上昇により引き起こされたカイコの成長阻害が、ヒトインスリンの血糖降下作
用により回復した。糖尿病マウスモデルでは、長期間の飼育により尿毒症や足の麻痺がお
こることが知られているが、高血糖によるカイコの成長阻害は、数日で観察可能であり、
このことからも、ヒトの血糖値を降下させる物質を、簡便に評価・スクリーニングする方
法（血糖降下薬の簡便な評価・スクリーニング方法）として適している。
【００９８】
　マウス等の哺乳類では、餌中の糖含有量、及び糖を含む餌の給餌時間を調節することに
より個体の血糖値をコントロールすることは困難である。これに対して、カイコは、餌に
含まれる糖濃度、及び給餌時間の調節により、血糖値をコントロールすることが容易であ
ることが分かった。また、カイコの血液を採取し、血糖値を定量することは、実施例記載
のように極めて容易である。よって、カイコはヒト等の血糖値の降下作用を示す物質をス
クリーニングする上で、有用なツールとなることが分かった。
【００９９】
　臨床では、食後の血糖値が健常人の２倍以上であると高血糖状態であると判断される。
今回、餌に含まれる糖濃度、及び給餌時間の調節により、カイコを高血糖状態（通常の餌
を給餌した場合の２倍の血糖値）にする条件を見出した（実施例２（図２）、実施例３（
図３））。臨床において、血糖降下薬として用いられる組み換え型ヒトインスリン又はメ
トホルミン、ＡＩＣＡＲの投与（注射）により、高血糖状態のカイコの血糖値が低下する
こと、及びインスリンによる血糖降下作用は、カイコとヒトで同程度であることから、カ
イコを用いて、ヒトの血糖降下薬の評価、スクリーニングができると考えられる。このカ
イコを用いた血糖降下薬の評価方法、スクリーニング方法及び製造方法を用いて、カイコ
の血糖降下活性を指標に、ヒトに対する血糖降下薬の探索及び製造が可能である。
【０１００】
　培養細胞系を用いて血糖降下薬の候補となる化合物をスクリーニングする方法が糖尿病
治療薬の開発手法として一般的に行われている。しかしながら、一般に培養細胞系で効果
を示すほとんどの化合物は、動物個体では血糖降下作用を示さない。その理由は、培養細
胞系では、個体における薬物動態を反映できないためである。そのため、動物個体を用い
た評価系の利用は必須である。しかし、マウス、ラット等の哺乳類の個体を用いた場合、
多くの化合物をスクリーニングするときに、飼育スペース、飼育費用、並びに動物愛護の
観点からの問題がある。カイコは、哺乳類を用いた場合と比べ、これらの問題を抑えるこ
とが可能である。よって、カイコ個体を用いた、血糖降下薬のスクリーニング系は有用で
あると考えられる。
【０１０１】
　上記したカイコを用いたあらゆる結果については、前記した「完全変態型昆虫の幼虫」
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、「体内に脂肪体を有している幼虫」、「昆虫綱に属する動物」等の無脊椎動物全般にお
いても、同様の又は類似の結果が得られると考えることは常識であり、本発明の技術的範
囲は単に「カイコ」には限定されないことは明らかである。
【産業上の利用可能性】
【０１０２】
　本発明の方法は、安価で倫理的な問題がなく、飼育も容易な無脊椎動物を用いて、薬理
実験が容易で効率的な方法であり、ヒトの血糖値を降下させる物質を評価、スクリーニン
グし、製造する方法として広く利用されるものである。
【図面の簡単な説明】
【０１０３】
【図１】５齢１日目のカイコに１５％（ｗ／ｗ）グルコースを含む餌を１日間及び３日間
与えたカイコにおける、血糖値又は糖濃度を表すグラフである（実施例１）。（Ａ）：血
液（ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ）中の血糖値　　（Ｂ）：脂肪体中の糖濃度
【図２】グルコース３３％（ｗ／ｗ）を含む餌を摂取させたときの血糖値の経時的推移（
ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ）を表すグラフである（実施例２）。上から、「３３％（ｗ／ｗ
）グルコース添加飼料給餌群」、「通常飼料給餌群」、「絶食群」である。
【図３】餌に含有されるグルコース量を変化させたときの、給餌開始後６０分後の血糖値
を示すグラフである（実施例３）。
【図４】インスリンによる高血糖状態のカイコの血糖値の低下作用を示すグラフである（
実施例４）。左から、「通常飼料給餌群に生理食塩水を投与」、「１６％（ｗ／ｗ）グル
コース添加飼料を与え６０分後に生理食塩水を投与」「１６％（ｗ／ｗ）グルコース添加
飼料を与え６０分後にインスリンを投与」である。
【図５】メトホルミンによる高血糖状態のカイコの血糖値の低下作用を示すグラフである
（実施例５）。左から、「通常飼料給餌群に生理食塩水を投与」、「１６％（ｗ／ｗ）グ
ルコース添加飼料を与え６０分後に生理食塩水を投与」「１６％（ｗ／ｗ）グルコース添
加飼料を与え６０分後にメトホルミンを投与」である。
【図６】インスリンのカイコの血糖値降下作用におけるＥＤ５０値の算出に用いたグラフ
である（実施例６）。
【図７】グルコース１５％（ｗ／ｗ）を含む餌を摂取させたときの血糖値及び血液中のグ
ルコース濃度の経時的推移を表すグラフである（実施例７）。（ａ）：血糖値　　（ｂ）
：血液中のグルコース濃度
【図８】カイコにグルコース１２％（ｗ／ｗ）を含む餌を摂取させた後、絶食させたとき
のカイコの血糖値の経時的推移を表すグラフである（実施例７）。
【図９】餌に含有されるグルコース量を変化させたときの、給餌開始後１８０分後の血糖
値を示すグラフである（実施例３）。
【図１０】カイコに、通常飼料又は５％、１０％、１５％、３０％（ｗ／ｗ）グルコース
添加飼料をそれぞれ与え又は何も与えずに飼育後のカイコの体長、体重、血糖値を表すも
のである（実施例８）。（ａ）：カイコの状態を示す写真　　（ｂ）：体重　　（ｃ）：
体長　　（ｄ）：血糖値
【図１１】（ａ）カイコに、グルコース添加飼料及び「生理食塩水」又は「組み換え型ヒ
トインスリン」を投与後の血糖値の経時的推移を表すグラフである（実施例９）。　（ｂ
）カイコに、グルコース添加飼料を与えた後に各量の組み換え型ヒトインスリンを投与し
たときの血糖値を表すグラフである（実施例９）。　（ｃ）抗Ａｋｔ抗体及び抗リン酸化
Ａｋｔ抗体を用いてウエスタンブロットを行った結果を示すものである。　（ｄ）カイコ
から摘出した脂肪体のリン酸化Ａｋｔの量を表すグラフである（実施例９）。　（ｅ）カ
イコから摘出した脂肪体の糖取り込み量を表すグラフである（実施例９）。
【図１２】ＡＩＣＡＲ投与によるカイコの血糖値及びＡＭＰＫ活性の変化を示すグラフで
ある（実施例１０）。（ａ）：血糖値　　（ｂ）：ＡＭＰＫ活性
【図１３】組み換え型ヒトインスリン注射によるカイコの体重及び体長の変化を表すもの
である（実施例１１）。（ａ）：実施例概要　　（ｂ）：カイコの状態を示す写真　　（
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ｃ）：体重　　（ｄ）：体長

【図１】 【図２】

【図３】
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【図６】

【図８】

【図９】

【図１２】

【図４】
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【図５】

【図７】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１３】
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