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Abstract

Objectives : Tamogitake is a mushroom containing com-

pounds with antitumor and anti−atopic effects. The amount

of ergothioneine (EGT ) with antioxidant properties con-

tained in Tamogitake is the highest among mushrooms.

However the antioxidant and anti−inflammatory effects in-

duced by EGT may suppress the onset and progress of in-

flammatory oral mucosal diseases, and the effect of EGT on

gingival epithelium has not been reported. In the present

study, we performed genome − wide and bioinformatics

analyses of gingival epithelial cells by stimulation with

EGT extracted from Tamogitake for short and longer peri-

ods.

Method : The gingival epithelial cells were cultured with 1

mM EGT for 24 hours or one month. Cells cultured without

EGT were used as the controls. After total RNA was ex-

tracted the expression level of each of the genes was ana-

lyzed by a DNA microarray. The pathway analyses were

performed with the Ingenuity Pathway Analysis package to

predict the various functions.

Results and Discussion : The pathway analyses of the gene

expressions showed that elevated expressions of genes were

involved in blood coagulation, infection protection, and

wound healing in the cells stimulated with EGT for the

short period. In the cells stimulated with EGT for the longer

period, elevated expression of the genes was related to an

immune response and antimicrobial peptides. The results in-

dicate that the EGT stimulation mainly increases the protec-

tive effects of gingival epithelium.

Conclusions : In addition to its antioxidant activity, the EGT

may act to protect gingival epithelium against inflammatory

oral mucosal diseases. However, EGT also increased the ex-

press of chemokines that may be involved in the progres-

sion of periodontitis in the gingival epithelium. Further in-

vestigation is needed to determine clinical applications.
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緒 言

タモギタケ（Pleurotus cornucopiae）は，主に北海道や
東北地方に天然分布し，初夏から秋にかけてニレ類を主
とする広葉樹の倒木や立ち枯れ木から発生する食用の茸
である．近年，タモギタケは食材としてのみならず，乾
燥粉末や抽出物が健康補助食品や機能性食品としても利
用されており，抗腫瘍作用を持つエルゴステロールパー
オキサイド，保湿効果や抗アトピー効果を持つグルコシ
ルセラミド，血圧調節物であるアンギオテンシン変換酵
素阻害物質，そして抗酸化作用を持つエルゴチオネイン
（EGT）が含まれていることが報告されている（Takei et

al., 2005 ;富山ら., 2008 ; 山岸ら, 2011 ; Hagiwara et al.,

2005 ;福田ら, 2013）．EGTは多くの茸類に含まれている
が，タモギタケでの含有量は他のどの茸に比べても多
く，一般的な各種食用キノコの10倍以上という報告があ
る（貫名，2009）．
口腔粘膜は，外来物質や感染により様々な酸化ストレ

スに晒されるリスクが高く，高齢者の口腔乾燥や歯周炎
の発症に酸化ストレスが関与していることが示唆されて
いる（Halliwell, 1991 ; Droge, 2003 ; Valko et al., 2007）．
EGTの抗酸化作用や抗炎症作用はこれらの疾患の発症や
進行に抑制的に働くことが期待されるが，その詳細は不
明であり，EGTの口腔粘膜への直接的な影響についても
明らかとなっていない．そこで本研究では，タモギタケ
由来EGTを培養歯肉上皮細胞へ短期及び長期作用させた
際の遺伝子発現の変化について網羅的に観察し，そのパ
スウェイについてバイオインフォマティクス解析を行っ
た．

材料および方法

1．タモギタケ由来EGTの調整
人工栽培されたタモギタケ子実体を5倍量の沸騰水に

10分間浸漬し，得られた抽出液を減圧濃縮して固形分
2．5％の濃縮液を得た．濃縮液を120℃，2気圧，15分間
加熱殺菌処理し，タモギタケ熱水抽出物とした．EGTは
タモギタケ熱水抽出物より，活性炭カラムを用いて精製
され，エタノールにて溶出後に減圧下で低温蒸留し，乾
燥粉末とした．EGT粉末を滅菌蒸留水に溶解した後
Minisart Single use filterunit（ Sartrius, Göttingen, Ger-

many）にて濾過滅菌し，EGT溶液（100mM）とした．

2．細胞培養
ヒト歯肉上皮前駆細胞HGEP（CELLnTEC, Bern, Swit-

zerland）を4×103cell / cm2濃度で IWAKI 60mm Tissue

Culture Dish（旭テクノグラス，静岡）に播種し，ヒト
上皮細胞用培地CnT − Prime（CELLnTEC）を用いて
37℃，5％CO2下で培養，継代三代目に80％コンフルエ
ントに達した後，タモギタケ由来EGTを最終濃度1mM

となるよう培養液に添加し24時間後のものを短期作用と
して用いた．また長期作用として，EGTを最終濃度1
mM濃度で添加した培養液を3日おきに交換し，1ヶ月
間培養したものを用いた．24時間，1ヶ月間どちらにお
いても溶媒である滅菌蒸留水を，試薬添加量と同量添加
したものをcontrolサンプルとした．（それぞれn＝3）

3．マイクロアレイ法およびパスウェイ解析
培養細胞よりRNA抽出用薬剤（Trizol Reagent：Invi-

trogen, Carlsbad, CA, USA）を用いたAGPC法により，to-

tal RNAを抽出した．得られたtotalRNAよりLow Input

Quick Amp Labeling Kit（ Agilent, Santa Clara, CA,

USA）を用いてラベル化cDNAを作成した．ラベル化
cDNAはGene Expression Hybridization Kit（Agilent）によ
りSurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K V2（Ag-

ilent）にハイブリダイズした後，Agilent DNA Microar-

ray Scanner G2539A（Agilent）でスキャンし，Feature

Extraction（Agilent）にて画像の数値化を行った．得ら
れたデータの解析にはGene Spring GX（Agilent）を使用
し，遺伝子発現量をcontrolサンプルと比較した．マイク
ロアレイ法にてcontrolサンプルと比較して2倍以上の遺
伝子発現変化がみられる遺伝子群について，Ingenuity

Pathway Analysis（IPA Ver9.0およびVer24390178 : Inge-

nuity Systems, Redwood City, CA, USA）を用いてパス
ウェイ解析を行い，その機能予測を行った．

4．mRNA発現解析
発現変化の認められた遺伝子のうち，IPA解析におい

て機能の関連性が高かったグループについて，定量的
RT−PCRを用いてその発現変化の詳細な検討を行った．
total RNAより，Oligo（dT）12−18プライマーおよびSu-

perscript reverse transcriptase（Invitrogen）を用いた逆転
写を行いcDNAを作成した．得られたcDNAは，SYBR

Green（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を使
用した定量的real−timePCRにより，LightCycler� Nano

（Roche, Basel, Swiss Confederation）にてmRNAの発現変
化を定量した．内在性controlにはヒトGAPDHをcontrol

とし，解析には⊿⊿Ct法を用いた．

5．統計学的手法
定量的real−timePCRで得られた結果は， IBM SPSS
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Statistics 20（IBM, Armonk, NY, USA）を用いたMann−

WhitneyのU検定にて比較・検討した．（P＜0．05）

結 果

1．マイクロアレイ法
マイクロアレイの結果から，EGTの培養液への添加に

よりcontrolサンプルと比較して2倍以上の遺伝子発現変
化がみられる遺伝子群について調査した結果，24時間の
短期作用においては発現上昇が2倍～5倍未満が178プ
ローブ，5倍から10倍未満が55プローブ，10倍から50倍
は15プローブであった（表1）．また1ヶ月の長期作用
においては発現上昇が2倍～5倍未満が1580プロー

ブ，5倍から10倍未満が114プローブ，10倍から15倍は
4プローブであった（表2）．

2．遺伝子群のパスウェイ解析
発現の増加がみられた遺伝子群の機能予測を行うため

に，マイクロアレイ結果をIngenuity Pathway Analysis

（IPA）により分析し，発現上昇がみられた遺伝子群の
機能分類と，既知のパスウェイとの照合を行った．
機能分類では，短期作用において「Hematological Sys-

tem Development and Function」「Cellular Movement」「In-

flammatory Response」などが上位にランキングされた．
長期作用においては「Dermatological Diseases and Condi-

tions」「Cell−To−Cell Signaling and Interaction」「Cellular

Movement」などが上位にランキングされた．（表3，4）
既知のパスウェイとの照合においては，有意性の高い

パスウェイとして，短期作用においては「Extrinsic

Prothrombin Activation Pathway」「Coagulation System」な
どの血液凝固に関連したパスウェイが認められ，関連す
る発現上昇遺伝子の内訳として血液凝固第13因子，6型
コラーゲン，フィブリノーゲン遺伝子，BMP6，FGF22

などであった（表5，図1，2）．長期作用においては
「IL−17A Signaling in Gastric Cells」「Role of Cytokines in

Mediating Communication between Immune Cells」などの
免疫応答に関連したパスウェイが有意性が高く，内訳と

1month Fold change プローブ数
10倍～15倍 4
5倍～10倍未満 114
2倍～5倍未満 1580

24h Fold change プローブ数
10倍～50倍 15
5倍～10倍未満 55
2倍～5倍未満 178

24h Function Rank p値 関連プローブ数（平均）
Hematological System Development and Function 8．43×10－5～3．33×10－2 3．1

Cellular Movement 8．43×10－5～3．33×10－2 4．4
Inflammatory Response 8．43×10－5～3．09×10－2 3．3

Immune Cell Trafficking 8．43×10－5～3．33×10－2 3．3
Antigen Presentation 8．43×10－5～3．09×10－2 4．2

1month Function Rank p値 関連プローブ数（平均）
Dermatological Diseases and Conditions 9．62×10－8～6．21×10－3 27．7
Cell−To−Cell Signaling and Interaction 1．79×10－7～6．67×10－3 10．6

Cellular Movement 1．79×10－7～6．67×10－3 17．7
Hematological System Development and Function 1．79×10－7～6．67×10－3 13．4

Immune Cell Trafficking 1．79×10－7～6．67×10－3 20．5

24h Pathway −log（p−value） 関連プローブ数
Extrinsic Prothrombin Activation Pathway 4．56 4

Coagulation System 3．17 4
Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 2．44 3

Acute Phase Response Signaling 1．90 6
Axonal Guidance Signaling 1．46 9

表1 マイクロアレイ法にて解析されたEGTの短期刺激によ
り発現上昇が認められた遺伝子数

表2 マイクロアレイ法にて解析されたEGTの長期刺激によ
り発現上昇が認められた遺伝子数

表3 短期作用において発現上昇がみられた遺伝子群の機能予測カテゴリー上位5位

表4 長期作用において発現上昇がみられた遺伝子群の機能予測カテゴリー上位5位

表5 短期作用において発現上昇がみられた遺伝子群と有意性が高い既知のパスウェイ上位5位
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してコロニー刺激因子，IL－17A，CCL20，CXCL1，ヒ
トβディフェンシン3などの発現上昇遺伝子が含まれて
いた（表6，図3，4）．

3．マイクロアレイ法結果の定量的RT−PCR法による確
認

EGTを長期的に作用させた場合と違い，EGTを短期の
み作用させた場合の遺伝子発現変化の再現性を確認する
ため，また短期作用のIPA解析において，機能の関連性
が高かった創傷治癒やフィブリンの安定性にかかわる遺
伝子をより詳細に検討するためにすべてのサブタイプに
ついて各プライマーを用いて（表7），定量的RT−PCR

法によりそれぞれの発現変化について検討を行った．そ
の結果， Fibrinogen alpha chain（ FGA）， Fibrinogen

gamma chain（FGG），Coaglation factorⅩⅢB（F13B）に
おいていずれも遺伝子発現の有意な上昇が確認された．

1month Pathway −log（p−value） 関連プローブ数
IL−17A Signaling in Gastric Cells 3．20×10－1 8

Role of Cytokines in Mediating Communication
between Immune Cells

2．04×10－1 10

Differential Regulation of Cytokine Production in
Macrophages and T Helper Cells by IL−17A, IL−17F

3．33×10－1 6

Role of IL−17A in Psoriasis 3．85×10－1 5
Differential Regulation of Cytokine Production in
Intestinal Epithelial Cells by IL−17A and IL−17F

2．61×10－1 6

図1 発現上昇がみられた遺伝子（ピンク～赤）との有意性
ランキングが第1位であった既知のパスウェイ図．遺伝子名
下部の数値はcontrolと比較した発現量（Fold change）を示
す．

図2 発現上昇がみられた遺伝子（ピンク～赤）との有意性
ランキングが第2位であった既知のパスウェイ図．遺伝子名
下部の数値はcontrolと比較した発現量（Fold change）を示
す．

図3 発現上昇がみられた遺伝子（ピンク～赤）との有意性
ランキングが第1位であった既知のパスウェイ図．遺伝子名
下部の数値はcontrolと比較した発現量（Fold change）を示
す．

表6 長期作用において発現上昇がみられた遺伝子群と有意性が高い既知のパスウェイ上位5位
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（図5，6，7）なお，他のサブタイプであるFibrinogen

beta chain（FGB）およびCoaglation factorⅩⅢA（F13

A）については，マイクロアレイによる解析と同様，そ

の有意な発現変化は認められなかった．（図8，9）

プライマー シークエンス RefSeq

Fibrinogen alpha chain F 5´−TAGCTGAATTCCCTTCCCGTG−3´ NM_021871.2

(FGA) R 5´−GGATACCTCTGACAGGGCGA−3´

Fibrinogen beta chain F 5´−TCCCAAGGTGTCAACGACAA−3´ NM_005141.4

(FGB) R 5´−CCAGCATCAGGGGCTTTTCT−3´

Fibrinogen gamma chain F 5´−TGGCATTATTTGGGCCACTTG−3´ NM_000509.4

(FGG) R 5´−GGTCTTTTAAACGTCTCCAGCC−3´

Coagulation factor XIII A F 5´−AGATGGCACTCATGTGGTGG−3´ NM_000129.3

(F13A) R 5´−GGGCAGTTTCTAGGGCCAAT−3´

Coagulation factor XIII B F 5´−GTAGCCTGTGAGGAACCACC−3´ NM_001994.2

(F13B) R 5´−CATGGAGAAGGTAGCCGCTT−3´

表7 定量的RT−PCR法に用いたプライマー配列

Primer design：NCBI Primer−BLAST

図4 発現上昇がみられた遺伝子（ピンク～赤）との有意性
ランキングが第2位であった既知のパスウェイ図．遺伝子名
下部の数値はcontrolと比較した発現量（Fold change）を示
す．

図6 定量的real time RT−PCR法による血液凝固関連遺伝子
のmRNA発現解析（Fibrinogen gamma chain）

図7 定量的real time RT−PCR法による血液凝固関連遺伝子
のmRNA発現解析（Coagulation factor XIII B）

図5 定量的real time RT−PCR法による血液凝固関連遺伝子
のmRNA発現解析（Fibrinogen alpha chain）
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考 察

本研究では，タモギタケ由来EGTの口腔粘膜由来上皮
細胞への影響を網羅的に観察した．その結果，短期作用
させたものでは，血液凝固系に関連したい遺伝子パス
ウェイの有意性が高く，長期作用させたものでは，免疫
応答に関連したパスウェイの有意性が高い結果となって
いた．EGTは，水溶性で正電荷に帯電したアミノ酸の一
種（分子量229．3）であり，抗酸化作用をはじめとする
さまざまな機能を有することが知られている（Chear et

al, 2012）．ヒトはEGTを体内では生合成できず，菌類や
マイコバクテリアにより生合成されたEGTを吸収した植
物や菌糸類を直接摂食することにより体内にEGTを取り
こんでいる（Drothy, 1970）．われわれが口にする食品に
おいては，キノコ類にEGTが多く含まれ，キノコの種類

の中でも特にタモギタケに多く含まれている（貫名，
2009）．経口摂取されたEGTは胃酸による分解も受けず
血管内に吸収され，肝臓，腎臓，肺，心臓などの各臓
器，筋肉，骨髄，赤血球，および皮膚にも0．3～3mg/g

tissueの濃度で分布する（Hartman, 1990）．また健常なヒ
トの血液中には1～4mg／100ml（43～173μM）が保持
されているとの分析結果がある（Melville, 1958）．組織
液中のEGT濃度は不明であり，条件による濃度差もある
ことから，まず本研究では健常なヒトの血液中濃度のお
よそ10倍台となる6～23倍のEGT濃度として1mMの培
養液による作用を検討した．
短期作用において発現上昇が認められた血液凝固系の

中で，特にFibrinogen alpha chain（FGA），Fibrinogen

gamma chain（FGG）は，止血作用のみならず，血管外
にプールされて細菌やウイルスをフィブリン内に閉じ込
め，生体内に散布されるのを防ぐ感染防御として働くこ
とも知られている（松下，2006）．また血液凝固第13因
子は同様の凝固因子として感染防御の働きのみではな
く，止血後の周囲組織の創傷治癒に関与することが知ら
れており（福武，2010），EGTの歯肉上皮への短期作用
は歯周炎に対して防御的に働き，創傷治癒の促進へも関
わることが示唆された．EGTの長期作用においてみられ
た免疫応答ではIL−17に関連した遺伝子の発現上昇が特
徴的であったが，同時に発現上昇が認められたS100A8

やβディフェンシン（hBD3）は抗菌ペプチドであり，い
ずれも歯周病原菌のみならず，う蝕原因菌，カンジダ
菌，ウイルスの増殖を抑制することが知られており
（Joly et al., 2004 ; Vylkova et al., 2007 ; Scudiero et al.,

2010），歯周炎やう蝕，カンジダ性口内炎やウイルス性
口内炎の発症に対して防御的に働くものと考えられた．
しかしながら，一方ではIL−17の発現に伴い，歯周炎の
進行に促進的に関与する可能性のあるCCL20の発現上昇
も認められている．CCL20は歯周炎における炎症細胞浸
潤を促進する一方，歯肉線維芽細胞からの血管内皮増殖
因子の産生を促進することがわかっており（Hosokawa

et al），この発現上昇が歯周組織において炎症を促進さ
せるものか創傷治癒を促進するものと考えるかは今回の
実験においては検討できず，この点に関しては今後in

vivoにおいての検討が必要と思われる．EGTによる口腔
粘膜上皮の遺伝子の発現変化の中には，歯周炎予防に対
して必ずしもポジティブに働くもののみならず，ネガ
ティブに作用する可能性があるものもあることが示唆さ
れた．
本研究から，EGTは歯肉上皮細胞に対する短期及び長

期作用においてそのものの抗酸化作用以外に，口腔粘膜

図8 定量的real time RT−PCR法による血液凝固関連遺伝子
のmRNA発現解析（Fibrinogen beta chain）

図9 定量的real time RT−PCR法による血液凝固関連遺伝子
のmRNA発現解析（Coagulation factor XIII A）
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上皮への反応を介して歯周炎をはじめとした炎症性の口
腔粘膜疾患を防御する作用があることが示唆された．し
かしながら，その作用の中にはネガティブに作用すると
考えられるものもあることから，EGTを口腔内に応用す
る際には，更なる研究が必要であるものと思われた．
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