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一原著論文一 イネ墨黒穂病罹病もみの生体影響評価

山 中典子 l) •, 生澤充隆 1), 谷村信彦 1), 荒井治喜叫 芦澤武人 2)' 石川浩司 3)

（平成 25年8月5日 受付）

Risk Assessment of Rice Grain Infected with Kernel Smut of Rice 

Noriko YAMANAKA 1> *. Mitsutaka IKEZAWA u, Nobuhiko T ANIMURA u. Yoshiki ARAI 2>, 

Taketo ASHIZAWA Z) & Kouji ISHIKAWA 3) 

イネ墨黒穂病は，イネの病害として長く知られてきたが，罹病した植物による生体

影響についてはこれまでほとんど情報がなかった。そこで，イネ墨黒穂病の罹病もみ

を28日間にわたって雌雄の ICRマウスに給与し，生体に与える影響を検討した。

28日間の給与中，飼料摂取量と体重の推移を記録し，給与終了後マウスを解剖し，

臓器重量，血液生化学的性状，病理組織学的変化について解析した。また， 28日間の

投与では明らかにならない長期的な影響の有無を推定するため，マウス肝臓の遺伝子

発現の変動を，マウスゲノムに対する DNAチップを用いて網羅的に解析した。

これらの解析結果を総合すると，罹病もみの投与による長期的な生体影響はごく小

さいものと考えられた。

イネ墨黒穂病は，糸状菌の一種であるNeovossjahon・da 

(Takahashi) Padwick & Kahnによるイネの病害 2)で，

出穂後のもみに発生する。典型的な罹病もみでは，内外

穎の合わせ目から黒色の舌状突起物が飛び出し，黒粉状

の厚壁胞子が飛散してもみの表面を汚すとともに，周辺

の健全もみも汚染してしまう 。また，内部が胞子に満た

されていても裂開することなく，外観的に識別困難な被
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害もみもある。さらに，罹病もみが降雨に遭遇すると黒

い胞子が流れ出して墨汁のように見えることから墨黒穂

病の名がある。本病は国内に広く分布しており， しばし

ば局地的に多発生して問題となっている。罹病もみが混

入すると脱穀調製時に玄米を汚損し等級低下につながる

ことから，経済的被害が著しい。この病害自体は古くか

ら知られてきたが，罹病したもみによる生体影響につい

てはこれまでほとんど調べられてこなかった。

墨黒穂病に罹病したイネでは，脱穀，風選の過程で罹

病もみの多くが選別，廃棄される。また，もみすり調製

過程まで混入してしまい，厚壁胞子の付着による汚損粒

が発生した場合には，米穀検査により発見されることか

ら，人に対する直接的な安全性という点ではそれほど危

惧の対象にはならない。しかし，飼料としては，家きん

に対してもみのまま飼料米として用いられる場合，乳・

肉牛に対してホールクロップサイレージや飼料稲圃場へ

の放牧により全草として給餌された場合にぱ罹病部位を

摂取してしまう可能性があり，動物に対する毒性につい

て検討する必要がある。また，家畜に対する毒性が検出

されれば，畜産物を介して人への安全性の懸念ともなる。

本病と同様に，飼料イネや飼料米利用の際に問題となる
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イネ稲こうじ病については，罹病した植物の給与対象動

物である牛および鶏に対する給与試験を行い，安全性が

調べられている 5)3)が．イネ墨黒穂病に関しては毒性の

有無を含め．一切の情報がないのが現状である。

そこで我々は．イネ墨黒穂病菌および罹病もみをマウ

スに給与することで．生体影響を検討することとした。

墨黒穂病では，罹病程度が重度であっても，穂に占め

る罹病もみの割合は 1%内外と比較的少なく ，菌および

宿主植物の産生する物質などの中に有害な物質があった

としても，罹病植物の動物への単回給与ではその急性的

な影響を発見することは難しい。そこでまず予備的に，

重度の罹病イネから得られた厚壁胞子と，液体培養によ

り得られる菌体を含む培養液を単回投与し．有害事象を

見い出すことを試みた。

さらに，罹病イネを摂取し続けた場合の影響を調べる

ために，罹病もみを 28日間にわたって雌雄のマウスに給

与し，生体に与える影響を検討した。また， より長期的

な影響の有無を推定するため，肝臓組織について網羅的

遺伝子発現解析を行った。病原菌の寄生した植物によっ

て健康被害が起こるとすれば菌体および胞子の成分だ

けでなく ，寄生された植物体が生産するファイトアレキ

シン等による可能性も考えられるので．投与試験では罹

病もみ自体を給与することとした。

材料および方法

動物

SPFの5週齢の雌雄の ICRマウス （日本クレア）を

1週間の馴致飼育の後，一群 6頭の 4群に分け，給与試

験に供した。採材に際しては，ペントバルビタールナト

リウムを腹腔内投与して深麻酔下で全採血により致死さ

せ，試料を採取した。動物実験は動物衛生研究所実験動

物計画に従って行った。

墨黒穂病菌厚壁胞子および培養菌液の単回投与（動物衛

生研究所実験動物計画 No. l 0-049) 

厚壁胞子については，一晩絶食の後， 0.5%のメチルセ

ルロースを含む精製水で0.1g/mlとした厚壁胞子溶液を

体重10gあたり 100μ)となるよう経ロゾンデを用いて単

回投与した。対照群には同用量の0.5%メチルセルロース

溶液を投与した。

培餐菌液については，ポテトデキストロース培地を用

いてNhonda (Tb-11株）を液体培蓑し，十分に増殖し

た時点で菌体ごとホモジナイズし，同じく絶食後の動物

に体重10gあたり 100μ)となるよう経ロゾンデを用いて

単回投与した。対照群には同用量のポテトデキストロー

ス培地を投与した。

いずれも 1週間の経過観察の後，血液および主要臓器

を採取し，臓器董量，血液生化学的検索，病理組織学的

検索を行った。

血液生化学的検索では，抗凝固剤としてヘパリンナト

リウムを用いて採取した血清について，血液自動分析装

置 7020(日立ハイテクノロジーズ）を用いて表4に示す

項目を測定した。結果については雌雄それぞれの投与群

と対照群についてStudentのtー検定を行った。一部等分

散でないものについては Mann-Whitney検定を行った。

病理組織学的検索では，採材した臓器を 10%中性リン

酸緩衝ホルマリンにて固定後，定法に従いパラフィン切

片を作製し，ヘマトキシリン ・エオジン染色後鏡検を実

施した。

28日間反復投与試験（動物衛生研究所実験動物計画

No.11-070) 

AIN93M精製飼料6)の飼料成分を参考に，飼料計算上

これと同等の組成となりかつ罹病もみを最大に含む粉

末飼料を設計した（表 1)。罹病もみは，新潟県農業総合

センターにおいて平成23年に収穫されたもち米品種「わ

たぽうし」で，罹病もみ率が0.6%の多発生圃場産のも

のを用いた。対照としては，イネ墨黒穂病を含む病害や

害虫等の防除が徹底された条件で栽培された同品種の収

穫もみを用い，罹病もみ飼料と同様に設計した。また，

罹病もみの玄米と対照の玄米について栄養成分分析を行

い（表 2)'罹病することにより米自体の栄養成分が大き

く変化していないことを確認した。飼料成分分析および

栄養成分分析は財団法人H本食品分析センターに依頼し

た。

表 1. 給与飼料の組成

AIN93M ％ 試験飼料 ％ 

カゼイン 14 0 カゼイン 14.0 

しシステイン 0180 L-システイン 0 180 

コーンスターチ 46 5692 コーンスターチ 2 0692 

a化コーンスターチ 15 5 ショ糖 10.0 

ショ糖 10 0 大豆油 40 

大豆油 4.0 AIN93M 35 

セルロースパウダー so ミネラル混合

AIN93M 35 AIN93M 10 

ミネラル混合 ビタミン混合

AIN93M 1.0 重酒石酸 0 25 

ビタミン混合 コリン

重酒石酸コリン 0.25 第三ブチルヒドロキノン 0 0008 

第三ブチルヒドロキノン 0.0008 罹病もみ 65 0 
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表2. 罹病玄米および対照玄米の栄養成分 厚壁胞子単回投与

35 5 /100g 

分析試験項目 罹患玄米 対照玄米

し三： i •---------•-------~ 
栄養成分 水分 15 2 11 4 --- ------------ 平

蛋白質 67 65 20 .~ 

脂質 29 31 
g 

--令--対照群雄

灰分 1 4 1 4 15 
十投与群雄

炭水化物 738 77 6 10 ----t:r-対照群雌 ―エネルギー 352kcal 368kcal 
5 ＿―-x-―-投与群雌 —

アミノ酸組成 アルギニン 0 56 054 

゜リジン 0 27 027 

゜
3 4 5 6 

ヒスチジン 019 019 投与後日数
フェニルアラニン 0 35 033 

チロシン 026 025 培養菌液単回投与
ロイシン 0 52 050 35 

イソロイシン 025 024 30 
メチオニン 017 016 

バリン 037 036 25 

アラニン 0 37 036 20 
グリシン 0 33 032 g ――◇-—対照群雄
プロリン 0 31 030 15 

グルタミン酸 1 09 1 04 
十投与群雄

10 
セリン 0 33 032 ---tr-—対照群雌

スレオニン 0 24 024 5 ---. —投与群雌 一

アスパラギン酸 0 64 062 

゜トリプトファン 009 0 09 

゜
3 4 5 6 

シスチン 017 016 
投与後日数

図1. 単回投与時の体量の推移

試験飼料を毎H給与し，残飼羅を測定して摂取飼料量

を算定した。週2回体重を測定した。28日間の給与後，

ペン トバルビタールナ トリ ウム腹腔内投与による深麻酔

下で全採血し，臓器璽量を測定するとともに病理組織検

索の材料を採取した。単回投与時と同様に血液生化学的，

病理組織学的検索を行った。肝臓組織の網羅的遺伝子発

現解析に供する mRNAを得るため，一部を液体窒素で

急速冷凍して遺伝子抽出まで一80℃で保存した。遺伝子

自動抽出装置 QuickGene810(富士フィ ルム株式会社）を

用いて肝臓から mRNAを抽出 し，マウスゲノムに対す

るDNAマイクロア レイ (WholeMouse Geneme 4x44K 

ver.2アジレントテクノ ロジー株式会社）による網羅的遺

伝子発現解析を行った。

結果

墨黒穂病菌厚壁胞子および培養菌液の単回投与

1週間の観察中，投与群と対照群との間で，体重の推移

に有意な差はなかった（図 1)。解剖時の臓器重量測定で

もいずれの臓器も給与による変動はみられなかった（表

3)。血液生化学的検索の結果として，胞子投与において

はいずれのパラメ ータにも有意な差はなかったが，菌液

投与においては，中性脂肪濃度が投与群の雌において有

意に低 く，雄においても この項目は低い傾向がみられた

（表4)。組織病理学的には，投与群において肝臓中のグ

リコーゲンの枯渇がみられた。

表3. 単回投与時の臓器重量

厚壁胞子投与

if' 早

投与群 対照群 投与群 対照群

肝

腎（左）

腎（右）

牌

胸腺

肺

心

脳

精巣（左）

精巣（右）

子宮卵巣

1.51土0.12 1.48土0.09 1.11土0.53 1.23土0.09

0.22土0.02 0.22士0.02 0.14士0.01 0.16土0.02

0.23土0.04 0.22土0.02 0.15土0.01 0.15土0.01

0.082土0.013 0.086土0.007 0.087土0.012 0.084土0.018

0.0051土0.0140 0.065土0.005 0.091土0.017 0.076土0.011

0.18土0.02 0.20土0.03 0.17土0.02 0.16土002

0.13土0.01 0.12士0.01 0.11土0.01 0.11土0.01

0.46土0.02 0.47土0.02 0.43土0.02 0.40土0.04

0.14土0.03

0.13土0.02

0.13土0.03

0.13土0.02

0.24土0.09 0.22土0.07

培養菌液投与

O' 

投与群 対照群

辛

投与群 対照群

肝 1.46土0.20 1.60土0.10 1.16土0.16 1.24土0.12

腎（左） 0.23土0.03 0.25土0.04 0.14土0.02 0.14土0.03

腎（右） 0.23土0.03 0.28土O.Q7 0.15土0.02 0.16土0.02

牌 0.071土0.022 0.081土0.026 0.083土0.025 0.088土0.025

胸腺 0.053土0.011 0.057土0.005 0.066土0.008 0.082土0.023

肺 0.17土0.04 0.19土0.03 0.16土0.03 0.17土0.04

心 0.12土O.o2 0.13土0.004 0.1土O.o2 0.10土0.02

脳 0.42土O.o2 0.41土0.08 0.40土O.o2 0.40土0.03

精巣（左） 0.11土0.02 0.12土0.03

精巣（右） 0.12土0.02 0.13土0.03

子宮卵巣 0.15土0.06 0.21土0.10

＊値は臓器重量 g土 SD
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表 4. 単回投与時の血液生化学的性状

厚壁胞子投与

B' 早

投与群 対照群 投与群 対照群

LOH IU/1 361 2土1300 4977土2643 721土50973 591 3土2491

AST(GOT) IU/1 640土173 92 3土666 74 0土203 136 8土970 

AL T(GPT) IU/1 48 3土1671 69 8土5307 46 8土1158 91 5土6719

ALP IU/1 362 7土1286 377 8土1325 380.0土544 385 7土418 

CPK IU/1 1708土536 292 0士1555 3372土2418 258 5土816 

TP g/dl 48土01 48土02 45土03 48土01

Alb g/dl 33土01 32土02 33土02 3.4土01

BUN mg/di 281土47 27 3土29 26 6土91 25 5土43

Cre mg/di 012土0.02 012土002 013士001 013士003

T-Cho mg/di 125 2土112 124土169 81 2土121 94 7土20.0

TG mg/di 36 2土203 52 5土274 36 7土223 400土149 

T-Bil mg/di 0 043土0042 0.048土0.0,5 0013土0.023 0015土0020

Glu mg/di 2140士454 219 7士106 175 7土367 235 5士758

UA mg/di 1 3土06 I 5土06 21土14 22土12 

Ca mg/di 92土03 9.4土03 93士05 94土03

IP mg/di 72土09 75土10 84土14 75土0.9

Mg mg/di 2.0土02 20土02 23土03 24土05

培養菌液投与
d' 年

投与群 対照群 投与群 対照群

LDH IU/1 476 5土4836 290 7土533 3977土858 298 5土1145 

AST(GOT) JU/I 186 5土2541 68 8土357 92 2土296 77 2土268 

ALT(GPT) IU/1 71 7土361 48 5土258 58 5土178 528士217 

ALP IU/1 419 8土1183 414 7土973 3680土1285 41 I 3士793 

CPK IU/1 1719 8土37504 190 8土475 256 7土140.4 207 3土567 

TP g/dl 48土03 48土03 47土04 47土03

Alb g/dl 33土03 32土02 32土02 32土01

BUN mg/di 23 5土39 26 9土26 231土43 224土5.0

Cre mg/di 013土0.03 013士0.01 0 13土001 0.12土002

T-Cho mg/di 1188土151 129 7土106 98 8土326 97 2土108 

TG mg/di 30 7土215 500土292 27 0土187 * 48 3土101
T-Bil mg/di 0098土0.031 0050土0.0,5 0030土0035 0.037士0001

Glu mg/di 235 2士317 233 7土127 2077土442 229 7土440 

UA mg/di 1 8土10 1 2土04 1 5土07 1 6土05

Ca mg/di 99土04 99土0.4 97土04 96土05

IP mg/di 100土39 85土0.8 87土15 88土09

Mg mg/di 24土06 22土01 24土0.2 23土03

* p(0.05 

28日間反復給与試験

雌では投与後期に投与群で摂餌量が多くなったが，体

重に有意な差はなかった。雄ではいずれも差がなかった

（図 2)。

臓器重量は雌雄とも差がなかった （表 5)。血液生化学

的検索でも有意な差はなく，また生化学的に異常な値は

みられなかった （表6)。病理組織学的検索では，いくつ

かの組織で細胞浸潤などの軽微な変化がみられたが，変

化の程度をス コア化 した結果，投与群と対照群に差はみ

られなかった（表7)。

図3に肝臓の遺伝子発現を網羅的に解析したスキャッ

タープロット解析像を示した。雌では 57個，雄では46

個の遺伝子で2倍以上，雌で66個，雄では 35個の遺伝

子で2分の 1以下の発現差が観察さ れたが，細胞周期，

代謝や免疫などに関連して，共通して変動している遺伝

子のグループは観察さ れなかった。
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図2. 摂取量と体重の変化

表5. 反復投与時の臓器重量

8' 辛

投与群 対照群 投与群 対照群

肝臓 1 93土017 1 96土028 1 26土014 I 46土024 

腎臓 左 0 31土002 0 32土003 019土002 0 20土003 

右 0 33土0.03 0 35土004 0 22土003 0 20土003 

牌臓 012土002 014土008 013土005 013土005 

胸腺 0 064土0010 0068土0010 0093土0021 0086土0013 

肺 0 23土002 0 22土0.01 0 20土003 0 21土001

心臓 0 21土001 019土001 016土002 015土001

脳 046土0.03 047土002 0.45土004 0 47土001

精巣 左 015土001 015土0.02

右 016土002 014土0.02

卵巣ー子宮 017土005 0 20土0.06

大腿骨 013土003 015土0.03 012土001 013土004

排腹筋 0 20土0.01 019土002 015土002 014土001

値は平均値 g土 SD

表6. 反復投与時の血液生化学的所見

投与か 対照か 投与辛 対照辛

LDH IU/1 198 6土479 188 8土499 205土577 179 6土177

AST(GOT) IU/1 87 2土368 71 6土213 82 6土178 744土141

AL T(GPT) IU/1 32 0土139 21 6土25 23 4土73 19 4土43

ALP IU/1 289 6土687 259 0土780 336 4土386 300 2土961

CPK IU/1 52 8土176 57 6土87 42 8土98 418土156 

TP g/dl 5 24土027 4 94土017 4 90土043 514土005 

Alb g/dl 3 19土017 3 02土0.06 3 46土03 3 56土004

Globulin g/dl 2 05土018 1 92土021 I 44土019 1 58土009 

A/G 1 56土016 1 59土019 2 43土026 2 26土015

BUN mg/di 22 5土61 27 3土45 19 0土51 20 2土13 

Cre mg/di 0 17土0.04 012土0.02 014土002 013土O.Ql

T-Cho mg/di 185 4土448 166 0土161 102 2土154 113 4土9.0

TG mg/di 93 2土28I 73 2土323 40 6土218 70 8土359 

T-Bil mg/di 0 238土0.044 0210土0048 0164土0030 0142土0052 

Glu mg/di 298 6土312 281 8土232 278 6土400 2440土278 

UA mg/di 0 98土030 1 04土013 I 66土043 1 34土017 

Ca mg/di 8 48土028 8 50土035 8 30土032 8 64土025 

IP mg/di 6.42土121 7 24土107 614土054 6 58土090 

Mg mg/di 1 86土031 1 82土018 1 80土019 1 86土015
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表 7. 病理組織学的所見
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図3 肝臓の遺伝子発現のスキャッタープロット解析
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考察

イネ墨黒穂病に罹病した植物については，経験的に人

や家畜に対する影響はないと考えられているが，科学的

な検証はされていない。同様に古くからの病害であるイ

ネ稲こうじ病については， ウスチロキシンという誨性物

質が報告されており．この物質の濃度を参考として設計

した飼料を用いて牛や鶏に対する給与試験が行われてい

る5)3)。イネ墨黒穂病については，特段の有害成分の報

告もなく，反復給与試験における飼料の最的設計が難し

い。ここでは，遺伝子組換え飼料の動物に対する影響の

検討 I)や昆虫に対する防除効果を持ったリョクトウのほ

乳類に対する安全性の検討 4)の場合のような，有害影響

があるとしても全く予想がつかない例に倣い，栄養学的

に試験用精製飼料AIN93Mと同等で．被験物質を最大限

に含む飼料を設計した。AIN93Mは米国国立栄養研究所

が設計した，成分の変動する天然穀物等を原料とせず，

成分が明確に規定されている飼料である 叫

イネ墨黒穂病では穂に占める罹病もみの割合が比較

的少なく，急性影響を引き起こす要因が罹病植物に含ま

れるとしても，単回投与での発見は難しい。そこで予備

的に，多発生圃場産のもみから集めた厚壁胞子と，液体

培養により得られる菌体を単回投与することにより，有

害事象を見い出すことを試みた。一般的な急性毒性の確

認のためではなく，極端な多量摂取であっても有害事象

が確認されれば，慢性影響を検討する際の検討項目の目

安とすることができると考えたためである。

胞子については，精製水中に分散してもすぐに分離，

沈降してしまうため，メチルセルロース水溶液に懸濁す

ることにより定量的に投与を行った。また．今回の実験

において胞子の投与量は体重kgあたり 1gに相当し，こ

の用量で急性毒性作用が認められなかったことから，用

量依存性検証のための 3用量試験ば必要でない。

培餐菌液については，培養液自体はジャガイモ煎汁と

ショ糖からなるポテトデキストロ ース培地であり，毒性

はないと考えられるが，菌体の他に．菌が培地中に生理

活性のある物質を分泌している可能性を考え，培地と菌

体をホモジナイズしたものを投与した。

厚壁胞子および培養液を単回投与した結果．マウスに

対して急性の有害事象は観察されなかった。培養菌液を

投与された動物に観察された中性脂肪の低下や肝臓中グ

リコーゲン貯蔵量の低下は，におい，味などが通常の飼

料と全く異なるものを強制投与されたストレスによる食

欲低下によるものと考えられる。ただし．食欲低下は対

照群でも観察され．その影響は体重や臓器重量に差が出

るほど重度なものではなかった。

長期にわたり飼料として給与する際，罹病によって栄

養成分が大きく増減していれば栄養障害による有害影

響が現れる可能性があるため，試験に先立って，罹病も

みの栄養成分を解析し，同時に飼料設計のために飼料成

分も定量した。もみ全体を粉末にして飼料原料としたの

は，玄米，精米を原料とする場合，胞子が充満したもみ

を脱穀すると，胞子は散逸して飼料中に残らなくなるた

めと，飼料としてイネが用いられる際， もみごと給与さ

れる可能性があるためである。この結果を元に，これを

最大量摂取しうる飼料を設計した。最終的に罹病もみを

65%含む飼料を作製することとなり，野外で家畜が給与

される可能性のある量として十分なものと考えられた。

28日間の給与によって，臓器重量，血液生化学的性

状，病理組織学的性状について，対照群と給与群の間に

有意な差はなかった。また，肝臓の遺伝子発現を網羅的

に検索した結果，発現量が2倍以上または 2分の 1以下

になっている遺伝子は，雄，雌とも 50前後と非常に少

なく，ほとんどは低発現領域での差であり，わずかの変

動で2倍以上の差となったものと考えられた。また細胞

周期，薬物代謝，免疫など，特定の生体作用を制御する

複数の遺伝子がアップレギュレーションまたはダウンレ

ギュ レーションされているというような事象は観察され

なかった。これらのことから， さらに長期の給与が続い

たとしても，大きな影響が現れる可能性は少ないと考え

られた。

これらの解析結果を総合すると，罹病もみの投与によ

る生体影響は長期的にもごく 小さいものと考えられ，こ

れまで家畜や人の健康被害報告がないという事実と合致

する結果となった。
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Summary 

Risk Assessment of Rice Grain Infected with Kernel Smut of Rice 

Noriko YAMANAKA 1l*, Mitsutaka IKEZAWA I), Nobuhiko TANIMURA I), Yoshiki ARAI2l, 

Taketo ASHIZA WA 2) & Kouji ISHIKAWA 3) 

There are few information of biological effect by plants infected with kernel smut of rice, although it has been realized 

as one of important rice crop disease for long time. 

Effect of rice grain infected with kernel smut of rice was evaluated on 28-days repeated administered ICR mice. No 

significant difference was observed in body gain between administered group and control group. Tissue weights, blood 

biochemical and histopathological observation revealed there were no adverse effect caused by the infected grain feeding. 

DNA array analysis of liver gene expression showed little expression change. Our results suggest that the effect of rice 

grain infected with kernel smut of rice was very small. 

KEY WORDS: Kernel smut of rice, mouse, repeated administration, DNA microarray analysis 
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