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【概要】 

 既存添加物として指定されている粉末モミガラの安全性評価のため、ラットを

用いた 90 日間反復経口投与毒性試験を実施した。  

 6 週齢の雌雄 Crl:CD(SD)ラットに粉末モミガラを 0 ppm、12,500 ppm、25,000 

ppm、50,000 ppm の濃度で 90 日間混餌投与し、一般状態観察、体重測定、摂餌

量測定、尿検査、血液学的検査、血清生化学的検査、臓器重量測定、肉眼病理学

的検査及び病理組織学的検査を実施した。 

その結果、いずれの検査項目においても被験物質投与による毒性影響は認めら

れなかった。 

 以上の結果から、本試験における粉末モミガラの無毒性量は雌雄ともに最高

用量である 50,000 ppm（雄：2.32 g/kg BW/day、雌：3.30 g/kg BW/day）と判断

された。 
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試験概要 

1.1 試験表題 

平成 30～令和元年度 粉末モミガラの安全性に関する試験 ラットを用いた粉

末モミガラの 90 日間反復経口投与毒性試験 

1.2 試験番号 

 

1.3 試験目的 

粉末モミガラをラットに 90 日間混餌投与し、反復投与による毒性を明らかにす

ることを目的とする。 

1.4 ガイドライン 

「食品添加物の指定及び使用基準改正に関する指針」（平成 8 年 3 月 22 日 衛化

第 29 号：厚生省生活衛生局通知）に可能な限り準じて実施した。 

1.5 動物愛護 

本施設はヒューマンサイエンス振興財団動物実験実施施設認証センターの評価

を受け、厚生労働省の通知「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等

の実施に関する基本指針」（厚生労働省大臣官房厚生科学課長通知  平成 27 年 2

月 20 日 科発 0220 第 1 号）に適合した施設であると認定されている。本試験は国

立医薬品食品衛生研究所「動物実験等の適正な実施に関する規程」に従って計画

し、同所の動物実験委員会による審査・承認を経て実施した。 

1.6 試験実施施設 

1.7 試験管理責任者 

1.8 試験責任者 

1.9 試験主担当者 
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2 被験物質 

名称 ： 粉末モミガラ 

供給源 ：  

CAS No. ： なし 

性状 ： 粉末 

ロット番号 ： 情報なし 

含量 ： 情報なし 

保管条件 ： 冷暗所に密栓して保管 

取り扱い上の注意 ： 使用時には手袋、マスク及び保護メガネ等の適切な保護具

を着用し、肌及び目への接触を避ける。 

3 試験系 

3.1 動物 

動物種 ： ラット 

系統 ： Crl:CD (SD)（SPF 動物） 

性 ： 雌雄 

入荷時週齢 ： 5 週齢 

投与開始時週齢 ： 6 週齢 

購入（使用）匹数 ： 雌雄各 44 匹（40 匹） 

供給源 ： 日本チャールス・リバー株式会社 

所在地 ： 〒243-0214 神奈川県厚木市下古沢 795 

検疫・馴化期間 ： 1 週間以上 

群分け後の余剰動物の処置 ： 主試験群の剖検日の翌日に同様に安楽殺した。 

3.2 試験系選択理由 

「食品添加物の指定及び使用基準改正に関する指針」に基づいて齧歯類の 1 つ

としてラットを選択した。本系統は、微生物学的に統御され、遺伝的に安定であ

ることから決定した。 

3.3 飼育条件 

適切な生物学的防御がなされた環境の部屋で動物を飼育する。 

飼育室 ：  

温度 ： 23±1°C 

相対湿度 ： 50±5% 

照明時間 ： 12 時間／日（7:00～19:00） 

換気回数 ： 20 回／時間 

飼育匹数 ： 2 匹／ケージ 
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ケージ交換頻度 ： 2 回以上／週 

給水瓶交換頻度 ： 2 回以上／週 

3.4 収容ケージ及び床敷  

3.5 飼料及び給餌方法 

飼料 ： オリエンタル酵母工業株式会社製粉末飼料（CRF-1） 

給餌方法 ： ケージ内に飼料を入れた粉餌給餌器を設置し、自由摂取 

3.6 飲料水及び給水方法  

飲料水 ： 調製水 

給水方法 ： 透明な給水瓶を用いて自由摂取 

3.7 群分け方法 

群分け方法 ： 群分け実施日の体重に基づき無作為に実施 

群分け実施日 ： 実験開始日 

3.8 個体識別法  

ケージラベルに試験番号、性別、群名、ケージ番号、被験物質名及び投与濃度、

動物番号、試験開始日、剖検日、試験主担当者名を明記する。動物の個体識別は、

上記内容と油性インクによる尾部へのマーキングを用いて行った。 

4 試験方法 

4.1 投与期間及び投与方法  

被験物質の投与期間は 90 日以上（雌雄共に 91 日）とし、被験物質と十分に混

和した 3.5 項に記載の粉末飼料を自由摂取させて投与した。対照群には被験物質

を含まない粉末飼料を自由摂取させた。 

4.2 投与量及び群構成 

被験物質の投与濃度並びに 1 群当たりの匹数及び動物番号は、下表の通りであ

る。 

性別 
投与濃度  

(ppm) 

匹数 動物番号 

雄 0 10 1～10 

 12,500 10 11～20 

 25,000 10 21～30 

ケージ ： プラスチック製ケージ（W258×D418×H186 mm） 

ケージ蓋 ： ステンレス製 

床敷 ： ソフトチップ（三協ラボサービス株式会社） 
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 50,000 10 31～40 

雌 0 10 101～110 

 12,500 10 111～120 

 25,000 10 121～130 

 50,000 10 131～140 

4.3 被験物質投与量の設定理由 

28 日間反復投与用量設定予備試験 1において、50,000 ppm 群の雌雄で被験物質

投与による毒性影響がみられなかったことから、本試験における被験物質の投与

濃度は、最高用量を 50,000 ppm に設定し、以下公比 2 で除した 25,000 ppm 及び

12,500 ppm に設定した。 

4.4 投与経路及び投与方法の選択理由 

投与経路は、ヒトが被験物質に曝露される可能性の最も大きい経路である経口

投与とした。 

4.5 飼料の調製方法及び調製頻度 

被験物質は電子天秤を用いて秤量し、乳鉢で少量の粉末飼料と十分に混合させ

た。秤量時、電子天秤は水平に保った。厚手ポリエチレン袋に、所定の濃度とな

るように残りの粉末飼料と共に加えてよく撹拌して混合し、投与飼料とした。投

与飼料は 1 週間に 1 回調製した。 

4.6 観察及び測定項目 

投与開始日を投与 1 日（Day 1）と起算し、投与 1～7 日を投与 1 週、剖検日は

投与 91 日の翌日（Day 92）とした。 

4.6.1 一般状態 

被験物質投与期間中に 1 日 1 回以上、全ての動物について一般状態、生死など

について観察し、月～金曜日においては観察結果を個体別に記録した。 

4.6.2 体重  

投与 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 及び 91 日に測定し

た。また、剖検日に各動物の 1 晩（約 16 時間）絶食後の体重（剖検日体重）を測

定した。各時点において全ての動物を電子天秤に乗せ、個体別に体重を測定した。

測定時、電子天秤は水平に保った。 

4.6.3 摂餌量 

給餌量を投与 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78 及び 85 日に、

残餌量を投与 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85 及び 91 日に測定
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した。各時点において各ケージの摂餌量及び残餌量を電子天秤にて測定し、1 匹あ

たりの 1 日平均摂餌量を算出した。測定時、電子天秤は水平に保った。 

4.6.4 尿検査 

投与第 12 から 13 週に、雌雄各群 5 匹（動物番号順）について以下の検査を実

施した。 

動物は検査当日、採尿ラックに移し蓄尿を開始した。蓄尿中は採尿ラック用の

給水瓶を用いて 3.6項に記載の飲料水を投与した。蓄尿中の給餌は行わなかった。

採尿ラックへの移動は群単位で実施した。約 4 時間の蓄尿後、尿サンプル（新鮮

尿）を回収し、下記項目の試験紙法による検査を実施した。 

検査項目：潜血、pH、ケトン体、尿糖、蛋白、ウロビリノーゲン、ビリルビン 

4.6.5 血液学的検査  

被験物質投与期間終了時の全生存動物について検査を実施した。検査試料（血

液）の採取は、採取前日の夕方から絶食（給水は継続）させた動物を、当日にイ

ソフルラン麻酔下で開腹し、剥離後の腹部大動脈から行った。解剖順序は、群ご

とに絶食時間が偏らないよう留意した。 

採取した血液の一部を抗凝固剤（EDTA-2K）入りの試験管（ベノジェクト II 真

空採血管、テルモ株式会社）に移し、下記の項目について自動血球計算装置 IDEXX 

プロサイト Dx（アイデックスラボラトリーズ株式会社）を用いて測定した。再測

定を実施した場合、再測定を実施した理由並びに採用、不採用としたデータ及び

その理由を明確に記録した。 

検査項目：赤血球数（RBC）、ヘモグロビン濃度（HGB）、ヘマトクリット値（HCT）、

平均赤血球容積（MCV）、平均赤血球血色素量（MCH）、平均赤血球血色素濃度（MCHC）、

血小板数（PLT）、白血球数（WBC）、網状赤血球数（RET）、白血球分画（好中球；

Neutrophil、好酸球；Eosinophil、好塩基球；Basophil、単球；Monocyte、リン

パ球；Lymphocyte） 

4.6.6 血清生化学的検査 

被験物質投与期間終了時の全生存動物について検査を実施した。前項で採取し

た血液の残りを血清分離剤（ポリエステルゲル）及び凝固促進用シリカ微粒子入

りの試験管（BD バキュテイナ採血管、日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）

に分注し、遠心分離して血清を得た。血清は-20℃以下で保存した。測定は

に委託して実施した。測定項目は以下の通りである。 

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノトランスフェ

ラーゼ（ALT）、アルカリフォスファターゼ（ALP）、γ-グルタミルトランスペプ

チダーゼ（γ-GTP）、総ビリルビン（T-BIL）、尿素窒素（BUN）、クレアチニン（CRE）、

ブドウ糖（GLU）、総コレステロール（T-CHO）、トリグリセリド（TG）、総蛋白（TP）、
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アルブミン（ALB）、A/G 比（A/G）、無機リン（IP）、カルシウム（Ca）、ナトリウ

ム（Na）、カリウム（K）、塩素（Cl） 

4.6.7 病理学的検査 

投与期間終了時に、第 4.6.5 項において採血し、放血致死させた動物について、

下記の病理学的検査を行った。 

4.6.7.1 肉眼的病理学検査 

全生存動物について、全身の諸器官・組織の肉眼的病理学検査を実施し、下記

の器官･組織を摘出し、10%中性緩衝ホルマリン液にて保存した。固定液に浸した

臓器は振盪器にて一晩以上振盪した後、可能な限り速やかに切り出しを行った。

ただし、眼球はダビッドソン固定液にて固定・保存し、3～5 日以内に切り出しを

実施し、残臓器は 10%中性緩衝ホルマリン液に保存した。また、精巣はブアン液に

て固定した翌日から 70%エタノールで保存し、切り出し後の残臓器は 10%中性緩衝

ホルマリン液に保存した。鼻腔を含む頭蓋、胸骨、大腿骨及び脊椎（頚部、胸部

及び腰部横断）は、10%ギ酸及び 10%中性緩衝ホルマリン混合液等で脱灰処理を

行った。 

心臓、脾臓、リンパ節（頸部、縦隔、腸間膜）、胸腺、下垂体、甲状腺（上皮小

体を含む）、副腎、頭蓋（鼻腔を含む）、気管、肺（気管支を含む）、舌、唾液腺

（顎下腺、舌下腺）、食道、胃（前胃、腺胃）、小腸（十二指腸、空腸、回腸）、

大腸（盲腸、結腸、直腸）、肝臓、膵臓、腎臓、膀胱、精巣、精巣上体、前立腺、

精嚢、卵巣、卵管、子宮、乳腺、膣、脳（大脳、小脳）、脊髄（頚部、胸部及び

腰部）、三叉神経、坐骨神経、大動脈（胸部）、眼球、ハーダー腺、皮膚、胸骨

及び大腿骨（骨髄を含む）、大腿部骨格筋、ジンバル腺、その他肉眼病変部 

4.6.7.2 器官重量 

全生存動物について、下記の器官の重量について電子天秤を用いて測定し、剖

検日体重を用いて器官重量体重比を算出した。測定時、電子天秤は水平に保った。

腎臓、副腎、精巣、及び卵巣は左右別に測定した。 

脳、下垂体*、心臓、肺（気管支を含む）**、肝臓、脾臓、腎臓、副腎、精巣、

前立腺*、精嚢*、卵巣（卵管を含まない）、唾液腺（顎下腺及び舌下腺）*、胸腺、

甲状腺（上皮小体を含む）*。 

*：固定後測定した。**：測定後 10%中性緩衝ホルマリン液を注入した。 

4.6.7.3 病理組織学的検査 

雌雄の対照群及び最高用量群の全てについては、採取した器官・組織（4.6.7.1

項参照）について常法に従い、パラフィン包埋、薄切、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色標本を作製し、鏡検した。 
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4.7 統計処理 

試験期間中の体重、摂餌量、血液学的・血清生化学的検査結果及び器官重量に

ついては各群の分散を Bartlett の方法で検定し、多重比較を Dunnett 等の方法に

より対照群と各被験物質投与群との間で有意差検定を行った。病理所見について

は、発生頻度を Fisher の正確確率検定、グレーディングを Mann–Whitney の U 検

定により有意差検定を行った。P < 0.05 の場合を統計学的に有意と判定した。 

5 予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態

および試験計画書に従わなかったこと 

1） 第 4.6.1 項の一般状態観察において、土及び日曜日は記録を行わなかったが、

に観察を依頼し、異常も報告されなかったため、試験結果に影響

はないと判断した。 

2） 第 4.6.4 項の尿検査において、時間内に採尿できなかった個体について、別

日に改めて採尿を行う日を設けるため、採尿を 12 週目に実施した。雄の

12,500 ppm 群の 1 例、50,000 ppm 群の 1 例で時間内に採尿できなかったこ

とから、2 例については 13 週目に再度採尿を実施した。投与期間に大きな

差がないことから、試験結果には影響しないと判断した。 

3） 第 4.6.4 項の尿検査において、試験計画書では採尿ラックに移動させた後に

も飼料の給餌を行う予定だったが、予備試験においてラットが給餌器から餌

をこぼす行動が雌雄ともに散見されたため、畜尿時に採尿チューブに飼料が

混入することを避けるため給餌は行わなかった。給餌停止時間は 4 時間と短

時間であるため試験結果に影響はないと判断した。 

4） 第 4.6.5 項の血液学的検査において、測定時にエラー表示を示した個体（雄

の 1 例、12,500 ppm 群の 1 例、25,000 ppm 群の 1 例、50,000 ppm 群の 1 例、

雌の対照群の 3 例、25,000 ppm 群の 2 例、50,000 ppm 群の 1 例）について、

採血管の転倒混和が不十分であった可能性を考え、再測定を行った。再測定

により、エラー表示が認められた雄の 25,000 ppm 群の 1 例と雌の対照群の

1 例で好中球の値が、雌の対照群の 1 例で血小板の値が正常値を示したこと

から、これらの個体については 2 回目の測定値を採用した。残りの個体につ

いては 1 回目の測定値と再測定値が同程度であったことから、1 回目の測定

値を採用したため、試験結果には影響しないと判断した。 

5） 第 4.6.7.3 項の病理組織学的検査における欠損臓器を Appendix 1 に示す。

雄の対照群の 2 例の大動脈、5 例の縦隔リンパ節、50,000 ppm 群の 1 例の縦

隔リンパ節、雌の対照群の 2 例の縦隔リンパ節、1 例の上皮小体、1 例のジ

ンバル腺、50,000 ppm 群の 3 例の縦隔リンパ節、1 例の上皮小体については、

解剖中あるいは標本作製過程における臓器の紛失により病理組織学的検査
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が実施できなかった。しかしながら、各群の他の個体で評価できていること

から、試験の結果には影響しないと判断した。 

6 試験結果 

6.1 生存率及び一般状態 

試験期間中、雌雄すべての群において死亡はみられず、一般状態観察において

も雌雄の投与群において被験物質投与に関連する変化は観察されなかった。 

6.2 体重 

体重測定の結果を Fig. 1 に示す。試験期間中、雌雄ともに対照群に比して被験

物質投与群でわずかに高値を示したものの、有意な差は認められなかった。 

6.3 摂餌量 

試験期間中の各群における 1 匹の 1 日あたりの平均摂餌量及び粉末モミガラの

摂取量を Table 1 に、13 週間の平均摂餌量の推移の結果を Fig. 2 に示す。雌雄と

もに摂餌量に被験物質投与の明らかな影響は認められなかった。 

6.4 尿検査 

13週目の尿検査試験紙による尿検査結果を Table 2に示す。雄の対照群に 1例、

潜血（+1）が認められた。雄の対照群に 5 例、12,500 ppm 群に 5 例、25,000 ppm

群に 5 例、50,000 ppm 群に 5 例、雌の対照群に 1 例、12,500 ppm 群に 1 例、25,000 

ppm 群に 2 例、50,000 ppm 群に 2 例、尿中蛋白（±～2+）が認められた。雄の対

照群に 3 例、12,500 ppm 群に 5 例、25,000 ppm 群に 5 例、雄の 50,000 ppm 群に 2

例、ケトン体（±）が認められた。 

6.5 血液学的検査 

血液学的検査結果を Table 3 に示す。雌雄ともに被験物質投与に関連する変化

はみられなかった。 

6.6 血清生化学的検査 

血清生化学的検査結果を Table 4 に示す。雌雄ともに被験物質投与に関連する

変化はみられなかった。 

6.7 病理学的検査 

6.7.1 器官重量 

最終体重及び臓器重量を Table 5 に示す。最終体重について、雌雄ともに被験

物質投与群と対照群との間に有意差は認められなかった。臓器重量測定では、雄

の 12,500 ppm 群において脳の絶対重量の有意な増加が、心臓、副腎および前立腺

の相対重量の有意な低下が認められた。雌の 12,500 ppm 群では、唾液腺の絶対お
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よび相対重量、25,000 ppm 群では下垂体および甲状腺の絶対および相対重量、唾

液腺の相対重量の有意な低下が認められた。 

 

6.7.2 病理組織学的検査 

剖検時に実施した肉眼的検査において、雌雄ともに被験物質投与に関連する変

化は認められなかった。 

 病理組織学的検索結果を Table 6 に示す。自然発生性変化が対照群及び 50,000 

ppm 群で散見されたものの、被験物質投与の影響はみられなかった。 

7 考察及び結論 

摂餌量測定において、雌では測定日によりばらつきが大きくみられたものの、

その変動に用量依存性がみられないことから、被験物質投与の明らかな影響はな

いと判断した。 

尿検査において、雄の対照群に 1 例潜血が認められたが、病理組織学的検査に

おいて腎臓及び膀胱に変化はみられていないことから、偶発的な変化と考えた。

雌雄ともに各群において尿中蛋白（±、1+又は 2+）の判定の個体が認められたが、

用量依存性も認められないことから、毒性学的意義は乏しいと判断された。雄の

全ての群においてケトン体（±）の判定の個体が認められたが、用量依存性を欠

くことから、毒性学的意義は乏しいと判断された。 

血液学的検査では、雌の 25,000 ppm 群において好塩基球の減少が認められたが、

他の白血球系パラメーターの変化を欠き、また用量依存性も認められないことか

ら、毒性学的意義は乏しいと判断された。 

臓器重量の検索では、雄の 12,500 ppm 群において脳の絶対重量の有意な増加、

心臓、副腎および前立腺の相対重量の有意な低下が認められたが、用量依存性を

欠いたことから、毒性学的意義は乏しいと判断された。同群では対照群に比べ体

重の増加傾向が認められており、これらの変化は体重増加に伴う変化と考えられ、

毒性学的意義は乏しいと判断された。雌の 12,500 ppm 群において唾液腺、25,000 

ppm 群において下垂体および甲状腺の絶対および相対重量の有意な低下が認めら

れたが、用量依存性を欠くため被験物質投与の影響ではないと判断された。 

以上のとおり、雌雄の Crl:CD(SD)ラットに 0 ppm、12,500 ppm 、25,000 ppm 、

50,000 ppm の用量で粉末モミガラを 90 日間混餌投与した本試験において、全て

の検査項目で被験物質投与による毒性影響は認められなかった。したがって、本

試験の条件下における粉末モミガラの無毒性量は、雌雄ともに最高用量である

50,000 ppm （雄：2.32 g/kg BW/day、雌：3.30 g/kg BW/day）と判断された。 
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Table 1. Food consumption and intake of powdered rice hulls for 13 weeks. 
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Table 2. Urinalysis data in SD rats treated with powdered rice hulls. 
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Table 3. Hematology data for SD rats treated with powdered rice hulls for 13 weeks. 
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Table 4. Serum biochemistry data for SD rats treated with powdered rice hulls for 13 weeks. 
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 Table 5. Body and organ weights data for SD rats treated with powdered rice hulls for 
13 weeks.  
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Table 6. Histopathological findings in SD rats treated with powdered rice hulls for 13 

weeks. 
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Fig. 1. Body weight curves for male and female SD rats treated with heme iron for 13 weeks. 
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Fig. 2. Daily food intake for male and female SD rats treated with powdered rice hulls 

for 13 weeks. 
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Appendix 1. Defected organs in histopathological examination in SD rats treated with powdered 

rice hulls for 13weeks. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




