
 

多発性骨髄腫におけるグルココルチコイド耐性 

（トランスクリプトミクスからのアプローチ） 

 
本記事では、Omics Playgroundを使用し、Logie et al., 2021で使用されたデータを再解析

していきます。 

 

 

 

多発性骨髄腫（Multiple Myeloma; MM）は、悪性腫瘍の一つであり、しばしば抗がん剤に対

する一次耐性および獲得耐性を有している。そして、この耐性はチロシンキナーゼシグナリ

ングの過剰な活性化と関連がある場合がほとんどである。この論文において、著者らは 2種

類のブルトン型チロシンキナーゼ（Bruton’s Tyrosine Kinase; BTK）阻害剤をグルココルチ

コイド（glucocorticoid; GC）耐性腫瘍細胞に作用させ、その作用機序や抗腫瘍的特性を調べ

た。そして、前臨床のファイトケミカルであるウィザフェリン A（withaferin A; WA）は広

範なチロシンキナーゼに作用し、顕著な抗腫瘍の効果が認められたのに加え、BTKのmRNA

およびタンパク質の発現を減少させることが分かった。 

 

本記事では、GEOに登録されているデータ（GSE162475）を使用し、再解析を行った。こ

のデータには、WA 処理後または DMSO 処理後（UT, 対照群）の GC 感受性（MM1S）お

よび GC耐性（MM1R）B細胞株のmRNA発現プロファイルが含まれている。 

はじめに論文内の解析内容を再現した後、Omics Playgroundに搭載されているモジュール

を使用し、発展的な解析を行った。 

 

 

 

PCAプロット（図１）およびサンプルごとの遺伝子発現に基づくヒートマップ（図 2A）を

見ると、データセットの構造が明確に理解できる。サンプルは GC耐性の有無を反映した 2

つの大きなクラスターからなり、さらに個々のクラスターは処理の違いを反映したサブク

ラスターに分割することができた。 

 

プラットフォームでは、ヒートマップ内の遺伝子クラスターごとに、そのクラスターに含ま

れる機能アノテーションを確認できる。各クラスターにおける上位 12個のアノテーション

については、図 2Bで示している。クラスターS1の遺伝子発現に着目すると、耐性の有無

にかかわらず、WA処理細胞と DMSO処理細胞の間で差があることがわかる（図2A）。ま

た、クラスターS1の遺伝子にみられるアノテーションに着目すると、細胞周期調節に関わ

るパスウェイ（p53 pathway）、IL6/JAK/STAT3パスウェイ（さまざまながんの増殖に関与し

論文の概要 

1.クラスタリング解析 



 

ている）、転写因子の制御に関わるパスウェイ（TNFα signaling via NF-κB）などが含まれて

いた。本記事では掲載していないが、クラスターS1の GO タームに着目しても、B細胞お

よび T 細胞の活性化や分化に関するタームや、血管新生に関わるタームが含まれていた。

これらの結果は、もとの論文とも一致していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 各サンプルをフェノタイプ

（GC感受性または GC耐性）およ

び処理（WAまたは DMSO）ごとに

PCA でプロットした図。紫:WA 処

理GC感受性細胞 青:WA処理GC

耐性細胞 オレンジ:DMSO 処理

GC 感受性細胞 緑 :DMSO 処理

GC耐性細胞 

 

図 2 （A） 各サンプルでの遺伝子発現を表すクラスター化されたヒートマップ。発現上昇して

いる遺伝子を赤で、発現低下している遺伝子を青で示している。GC耐性（MM1R）か GC感受

性（MM1S）かによって大きく 2つのクラスターに分かれているおり、各クラスターは、WA処

理もしくは DMSO処理（UT）の違いによってさらに 2つのクラスターに分かれている。主要な

4 つの遺伝子クラスターが図の左側に S1-S4 として示されている。（B）ヒートマップで示され

た 4つの遺伝子クラスターにおけるアノテーション。クラスターS1の遺伝子は GC耐性細胞お

よび GC感受性細胞の両方で、処理の違いを反映した発現傾向となっている。 



 

 

 

発現変動解析に際しては、non-coding 遺伝子も含めて解析を行った。DMSO 処理 GC耐性

細胞と DMSO 処理 GC 感受性細胞の比較を行った結果（DESEQ2(lrt test); FDR<0.01, 

|logFC|>1）、413個の発現変動遺伝子が得られたが、これは元の論文で得られた数（1383個）

よりも少なかった（図 3）。これについて、リードカウントに着目して詳しく調べると、発

現量が著しく低い遺伝子による影響であることがわかった。すなわち、元の論文では、発現

量が非常に低い遺伝子（HER4や BLK）が考慮されていたが、本プラットフォームでは、少

なくとも 2 つのサンプルで発現量が 1cpm 以上でない遺伝子は除外されているために、差

が生じていた。ただ、発現量の低い遺伝子の比較は信頼性が期待できないため、今回は、引

きつづき発現量の低い遺伝子は考慮しないまま解析を進めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

補正済みの p-value を使用して抽出した発現変動遺伝子のうち、変動幅の大きい上位 20個

の遺伝子を表 1 に示したが、元の論文で示されていたリストとは異なるものとなり、特に

今回のリストでは、発現低下遺伝子の数が大幅に増えていた（表 1）。また、BTKはどちら

にもリストアップされた。しかしながら、元の論文で挙げられていた変動幅の大きい 20個

の遺伝子は、プラットフォームを使用した今回の解析においても、有意に発現変動が起きて

いる遺伝子として抽出されていた（表 2）。 

 

また BTK遺伝子について詳細にみてみると、GC耐性細胞と GC感受性細胞の間では、BTK

の発現量に差があるものの、特に WA 処理群で大きく発現が減少する（統計的には有意な

減少ではあったものの）ということは見られなかった（図 4）。 

 

 

 

図４ コントロールと IL-17A 処理群間での遺伝子発現変動をあらわすボルケーノプロット A:軟骨細胞 

2.発現変動解析 

図３ DMSO処理の GC耐性細胞お

よび GC 感受性細胞間で遺伝子発

現を比較したMAプロット。Y軸が

変動の大きさ（logFC）、X軸が平均

発現量を表す。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 OmicsPlayground で同定され

た上位 20個の発現変動遺伝子。元

の論文でも上位 20個の発現遺伝子

として報告されているものは赤字

で示してある。 

表 2 Logie (2021)で報告されてい

る上位 20個の発現変動遺伝子。プ

ラットフォームで計算された p 値

と logFC値を同時に示している。 

図 4 BTK のサンプルごとの発現量

（logCPM）。UTR:DMSO処理 GC耐性

細胞 UTS:DMSO処理GC感受性細胞 

WAR:WA処理GC耐性細胞 WAS:WA

処理 GC感受性細胞 



 

また、DMSO 処理 GC 耐性細胞と WA 処理 GC 耐性細胞を比較すると、362 個の発現変動

遺伝子が得られた（DESEQ2; P<0.01, |logFC|>1）（図 5）。そして、いくつかのヒートショ

ックタンパク質（HSPA6,HSPA7,HSPB1,HSP90AA1など）の有意な発現上昇がみられ、ケ

モカインリガンド、ケモカイン受容体（CCL3L1,CCR2など）の有意な発現低下もみられた

（表 3）。先行研究からは、HSPがWA被爆細胞における反応にかかわる遺伝子であること

（Khan et al., 2012）や、WA被爆細胞では、さまざまばケモカインの発現が抑制されると

いうこと（Dubey et al., 2018）が知られており、これらからも上記の結果は納得できるもの

である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ DMSO 処理および WA 処理の GC

耐性細胞間で遺伝子発現を比較した

MA プロット。Y 軸が変動の大きさ

（logFC）、X軸が平均発現量を表す。 

表 3 WA 処理後の GC 耐性細胞で有意に発現変動が起きているヒートシ

ョックタンパク質およびケモカイン関連タンパク質 



 

 

 

つづいて、プラットフォーム中の GSEA モジュールを利用して解析を行った。このモジュ

ールでは、KEGGパスウェイや GOターム解析の他、Drug cMAPデータベースやパブリッ

クデータベースに登録されている 50,000以上の遺伝子セット（Akhmedov et al., 2020）を

利用した解析が可能である。最終的な結果として、3つの異なる統計手法（gsva,fgsea,フィ

ッシャーの正確確率検定;EDR<0.05, |logFC|>1）でいずれも有意と判定された遺伝子を使用

した。 

 

WA処理 GC耐性細胞における遺伝子発現は、さまざまな抗がん剤処理細胞（WA自身を含

む）における遺伝子発現と正の相関がみられた（図 6）。また、WA 処理 GC 感受性細胞に

ついても同様の結果となった（図 7）。WA処理と相関の高い 24個の薬剤のうちのいくつか

は HSP90（heat shock protein 90）阻害剤であった（monorden/radicicol, alvespimycin, 

tanespimycin, geldanamysinなど）（図 6,7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.遺伝子セットエンリッチメント解析 

図 6 WA処理後の GC耐性細胞での遺伝子発現変動と同様の変動をもたらす薬剤。q値を基準とし、相

関の高いもの上位 24 個を掲載した。オレンジでハイライトしたように、公共データベースに登録され

ているWAの遺伝子発現変動も抽出されている。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 WA処理後の GC感受性細胞での遺伝子発現変動と同様の変動をもたらす薬剤。q値を基準とし、

相関の高いもの上位 24 個を掲載した。オレンジでハイライトしたように、公共データベースに登録さ

れているWAの遺伝子発現変動も抽出されている。 



 

処理後の遺伝子発現プロファイルについて相関関係がある薬剤については、プラットフォ

ーム中の機能アノテーションに関するプロットから、それら薬剤に共通している作用機序

（modes of action; MOA）に関する洞察を得ることができる。DMSO処理およびWA処理

GC 耐性細胞間の比較結果（図 8A）と DMSO 処理および WA 処理 GC 感受性細胞間と比

較結果（図 8B）は非常によく似ていた。どちらの比較においても HSP 阻害剤が上位に入

っており、前段落の HSP90阻害剤処理細胞がWA処理細胞と遺伝子発現プロファイルの相

関が高いという結果とも一致している。また、真核生物ではグルココルチコイド受容体

（glucocorticoid receptor; GR）と HSP90が複合体を形成しており、それにより GRの機能

調節が行われているという報告もある（Kirschke et al., 2014）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、結果の中で、着目すべき他の MOA としては、mTOR パスウェイ、NF-κB パスウェ

イ、プロテオソーム阻害などが挙げられる。一方、BTK 阻害剤はこの結果には含まれてい

なかった。これは、この MOA にとって重要ないくつかの遺伝子（BMX や BLK など）が、

前述したように、カバレッジが低いためにフィルタリングをうけたことによるものである。 

 

また、これまでの報告からは、WA の抗がん作用は BTK 阻害能にとどまらず、ヒートショ

ック反応やmTOR パスウェイ、NF-κBパスウェイ、プロテアソーム、タンパク質合成、酸

化ストレス反応の阻害能（Dom et al, 2020）の他、複数の EGF受容体（epidermal growth 

factor receptor; EGFR）に対する阻害作用があることがわかっている（Malik et al., 2021）。

そして、今挙げたすべての MOAがプラットフォームで出力されたプロットからも確認でき

た。 

 

図 8 （A）WA 処理および DMSO 処理 GC耐性細胞間でみられる遺伝子発現変動と同様の変動をもた

らす薬剤に関連する MOA のうち上位のもの。（B）WA 処理および DMSO 処理 GC 感受性細胞間でみ

られる遺伝子発現変動と同様の変動をもたらす薬剤に関連する MOAのうち上位のもの。 



 

元の論文では、腫瘍細胞におけるWAの BTK活性に対する阻害能のみに焦点が当てられて

いたが、プラットフォームで作成されたプロットでは、WAが有する複数のMOAを一つの

プロットから明らかにしているところは、着目すべき点である。このことが、元の論文で指

摘されていたような WA がイブルチニブよりも殺 GC 耐性細胞効果が強いことの一因とな

っている可能性がある。 

 

次に、元の論文の内容から発展し、DMSO処理 GC耐性細胞と DMSO処理 GC感受性細胞

での遺伝子発現プロファイルの比較を行った。ここでは、Drug cMAP L1000データベース

を使用し、耐性―感受性細胞間で生じる発現変動と逆の発現変動をもたらす薬剤を探索し

た。これにより、腫瘍細胞における GC耐性をキャンセルし、GC耐性を和らげることがで

きる薬剤の発見につながる可能性がある。このようにして得られた薬剤の候補として、

strophanthidin があった（図 9）。Strophanthidin はヒトの癌における MAPK シグナリング

パスウェイの阻害剤であり（Reddy et al., 2020）、MAPKパスウェイの阻害は白血病におい

て GC耐性の逆転をもたらすことが知られている（Jones et al. 2015）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 strophanthidinによってもたらされる発

現変動と DMSO 処理 GC 耐性細胞－感受性

細胞間の発現変動を比較した GSEA プロッ

ト。正規化されたエンリッチメントスコア

（Normalized enrichment score; NES（緑の

ライン））により、有意な負の相関が示されて

いる（q<0.05）。 



 

 

 

最後に、プラットフォーム中の「find biomarker」ツールを利用し、4つのグループを特徴づ

けるバイオマーカーの探索を行った。決定木の候補がいくつか得られたが、それらの間で共

通する傾向として、DNAJA4（HSP40）がWA処理 GC感受性処理群において、他の群に比

べて特徴的な発現をすることが挙げられる（図 10A）。DNAJA4は、WA処理GC感受性細

胞では顕著な次発現上昇が認められるものの、WA処理 GC耐性細胞では、発現上昇は認め

られなかった（図 10B）。DNAJA4 は分子シャペロンの一種であり、特に DNA-J 様タンパ

ク質は、HSP90/GR ヘテロ複合体と相互作用し、複合体形成を促進することが知られてい

る（Dittmar et al., 1998）。それゆえ、WAへの暴露によって生じる DNAJA4の発現上昇が、

GC耐性細胞では抑制されているという点は、非常に興味深い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４.バイオマーカー分析 

図 10 （A）ある特徴的な遺伝子の発現量に基づいてサンプルを分類する決定木のうちの一つ。（B）各サ

ンプルにおける DNAJA4 の発現量。UTR:DMSO 処理 GC耐性細胞 UTS:DMSO 処理 GC感受性細胞 

WAR:WA処理 GC耐性細胞 WAS:WA処理 GC感受性細胞 



 

 

 

本研究では Logie et al.で使用されたトランスクリプトームデータの再解析を Omics 

Playground にて行った。プラットフォームに搭載されているフィルターによって、発現量

が十分でない遺伝子については、取り除いて解析が行われたものの、元の論文の結果を再現

することができた。さらに GSEAでは、WAがもつ抗腫瘍特性を BTKの阻害という点以外

からも考察することができた。先行研究ではWAは HSP90と結合し、グルココルチコイド

受容体を制御することなど、さまざまなパスウェイを阻害し、がんを抑制しているというこ

とが知られており、この再解析で得られた結果を裏付けている。また、GC耐性細胞の発現

プロファイルからは、抗腫瘍薬の一種である strophanthidinに対する感受性が高まっている

ことが推測された。最後に行ったバイオマーカー分析では、WA処理 GC感受性細胞のみで

DNAJA4の発現上昇がみられることが分かった。GC耐性細胞で、DNAJA4の上昇が見られ

なかったことは、DNAJA4 がグルココルチコイド受容体の形成において果たす役割をかん

がみるに、GC耐性の獲得と直接関連しているのではないかと考えられる。 
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