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研究成果の概要（和文）：BRAFの機能不明バリアント106種類について機能解析を行い、機能獲得変異を新規に
17種類同定した。これらの変異について、機能を獲得した理由をタンパク質の配列、構造、相互作用などから推
定するとともに、機能予測モデルの構築を行った。また、BRAF変異は、その機能から3種類に大別されるが、各
変異を有する大腸がん症例について発現解析・パスウエイ解析を行い、表現型の違いが腫瘍形成に与える影響を
検討した。さらにClass I変異BRAF腫瘍に着目し、現在承認されている阻害薬に耐性となっている原因につい
て、候補分子の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：We performed functional analysis of 106 variants of BRAF with unknown 
function and identified 17 novel gain-of-function mutations. The reasons for the gain-of-function of
 these mutations were inferred from the protein sequence, structure, and interactions, and a 
predictive model of function was constructed. We also performed expression and pathway analyses of 
colorectal cancer cases with each BRAF mutation, which can be classified into three types based on 
their functions, and examined the effects of phenotypic differences on tumorigenesis. In addition, 
we focused on Class I mutant BRAF colorectal cancer and identified candidate molecules that could be
 responsible for resistance to currently approved inhibitors.

研究分野： Translational Research in Oncology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム医療特に包括的遺伝子プロファイリング検査が臨床導入され、近年BRAF変異が同定される機会が増えてい
る。それらの多くは機能不明バリアントであることから、本研究により、機能不明バリアントの機能予測が可能
になれば、患者の治療法選択に役立てることが可能である。また、BRAF Class 1変異（V600変異）大腸がんにつ
いては、現在抗EGFR抗体とBRAF阻害薬の併用療法がされているが、30%程度の患者に奏効するのみである。本研
究ではパスウエイ解析の結果、Class 1変異が2種類に分類される結果が得られており、今後阻害薬の効果との関
連を明らかにすることで、新たな治療法を提唱できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

BRAF は、RAS-RAF-MEK-ERK シグナルの構成分子であり、細胞内の様々な刺激を核内へ
伝達する。BRAF 遺伝子変異は、全固形がんの約 8％（メラノーマの約 50％、大腸がんの 10％、
肺がんの１％）に存在するドライバー遺伝子異常である。その多くはホットスポット変異である
600 番目のアミノ酸であるバリン(BRAF V600)に発生するが、遺伝子パネル検査を含む次世代
シーケンサー解析の発展に伴い、V600 以外の変異(BRAF non-V600)が、大腸がんでは BRAF 変
異の 1/3 程度、肺がんでは半数程度を占めることが明らかになってきた。 

BRAF 変異は、変異 BRAF タンパクのキナーゼ活性により、3 つのタブタイプに分類される。
Class 1 は BRAF V600 変異であり、そのキナーゼ活性は野生型 BRAF より 500 倍程度上昇し、
単量体の変異 BRAF が直接下流シグナルを活性化する。一方、non-V600 変異については、部位
により BRAF キナーゼ活性が数倍～50 倍程度上昇するもの(Class 2)に加え、活性がむしろ低下
するもの(Class 3)が存在する。Class 2 変異 BRAF は、野生型 BRAF と二量体を形成し下流シ
グナルを活性化する。Class 3 変異 BRAF は、キナーゼ活性自体は低下しているが、野生型 BRAF

または CRAF と二量体を形成し、二量体が受容体（RTK）と RAS により活性化されることで下
流シグナルを活性化する（図 1）。 

我々は、これ
まで各サブタイ
プのシグナル伝
達を解析し、治
療法を提唱して
きた（表 1 およ
び図１）。Class 1

変 異 に 対 し て
は、V600 変異特
異的阻害薬であ
る BRAF 阻害薬
がメラノーマで
は著効するのに
対し大腸がんで
は無効である。
我々は class 1変
異 BRAF 大腸が
んでは BRAF 阻害に加え、EGFR 阻害が必要であることを明らかにし、その後の抗 EGFR 抗体
＋BRAF 阻害薬の臨床導入につなげてきた(Corcoran RB*, Ebi H* et al. Cancer Discovery 2012. 

*co-first author)。また、Class 2 変異については、肺がん細胞株の検討から EGFR が RAF のア
イソフォームである CRAF を介し ERK の活性化に関与すること、抗 EGFR 抗体と MEK 阻害
薬の併用療法が有効であることを示した（Kotani H et al. Oncogene 2018）。さらに、Class 3 変
異大腸がんについては、国際共同研究により抗 EGFR 抗体療法の有用性を示した（Yaeger R et 

al. CCR 2019）。 

  

 一方で、BRAF 遺伝子変異は変異部位が多岐に渡るため、サブタイプ分類が明らかではない変
異が依然として多く存在する。さらに、これまでの解析結果は BRAF 変異腫瘍の臓器特異性を
浮き彫りにしている。Class 1 BRAF 変異腫瘍に対する BRAF 阻害薬の感受性の違いからも明
らかなように、BRAF 変異がんではがんの発生母地によりシグナル伝達が異なる。また、肺がん
では BRAF V600 変異腫瘍と比較して BRAF non-V600 変異腫瘍は予後不良であることが報告
されているが（Dagogo-Jack I et al, CCR 2019）、大腸がんでは BRAF V600 変異は予後不良因
子である一方、BRAF non-V600 変異腫瘍の予後は BRAF 野生型腫瘍と同程度である（Jones JC 

et al. JCO 2017）。これら BRAF 変異腫瘍の臓器特異性の背景は十分明らかではない。一方で、
近年、同一遺伝子の異常を有する腫瘍に対し、臓器を超えて同一の標的治療を行う tumor 

agonistic therapy の概念が提唱されているが、これまでの我々の検討結果は同一遺伝子の異常
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図1.変異BRAFのサブタイプ分類と下流シグナルの活性化機構

表1. BRAF変異腫瘍の臓器多様性と研究者がこれまでに提唱した治療戦略

メラノーマ 肺がん 大腸がん

Class 1 BRAF阻害薬が有効 BRAF阻害薬が有効
BRAF阻害薬＋EGFR阻害薬が有効
(Cancer Discovery 2012)

Class 2
MEK阻害薬＋EGFR阻害薬が
有効（Oncogene 2018)

Class 3 抗EGFR抗体が有効    (CCR 2019)



 

 

を有する腫瘍における臓器特異性の理解が治療開発に重要であることを示している。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、BRAF 変異腫瘍の臓器特異性を理解し、臓器に応じた治療法を開発すること
にある。さらに、BRAF 変異腫瘍における解析をもとに、同一遺伝子異常を有する様々な臓器に
同じ標的薬を用いる tumor agonistic therapy において、臓器特異性を考慮した効率的な症例選
択や薬剤開発の方法論を提唱することが目標である。 

 

３．研究の方法 

まず独自のアッセイとして RAS を構成する KRAS, NRAS, HRAS をすべて欠損した RAS less 細
胞を用いサブタイプ分類を行う（図 2）。これまでのサブタイプ分類は内在性 RAS の発現下に評
価されていたが、RAS less細胞を用いることでより詳細な評価が可能となる。また、Class 1 お
よび Class 2, 3 の変異を有する肺がん・大腸がん検体をそれぞれ解析することにより、特徴的
な発現プロファイルの探索を行う。一方、Class 1 変異大腸がんに対し、抗 EGFR 抗体+MEK 阻害
薬＋BRAF 阻害薬の有効性が報告されているが、その奏効率は 26％と依然として十分ではない。
初期耐性のメカニズムや BRAF V600 変異大腸がんの多様性を明らかにするため、本併用療法で
治療された症例由来の細胞株・患者由来ゼノグラフトを用いた実験を行う。これらの解析を通じ、
BRAF 変異
腫 瘍 の 臓
器 特 異 性
の理解と、
分 子 メ カ
ニ ズ ム に
基 づ く 治
療 が 可 能
に な る と
考 え ら れ
た。 
 
 
 
 
４．研究成果 

変異データベースである Clinvar を用い、2019 年時点で機能が明らかでなかったバリアント
106 種類を抽出し機能解析を行った。その結果、Class 1 変異 1 種類（V600G）、Class 2 変異 6
種類、Class 3 変異 10 種類を新規に同定するとともに、89 種類については non-functional 変
異であることを明らかにした。新規に同定されたものの中には、これまで non-V600 変異が発生
する場所と考えられていたキナーゼドメイン以外の変異も含まれており、未知のメカニズムに
より下流の活性化能を獲得するものと考えられた。 

さらに、これら新規に同定された変異について、BRAF タンパク質の配列、構造、相互作用な
どの公開データを基に立体構造を解析し、機能獲得の理由を明らかにすることを目指し検討を
行った。さらに、既知の Class 2、3 変異と合わせて、機械学習などの手法を用い、立体構造の
変化に基づく、変異 BRAF 機能予測モデルの作成を試みてきた。その結果、BRAF Class 2、3 は
CRD ドメインもしくはキナ
ーゼドメイン内の変異によ
り生じることが判明した。
これらのドメインは、BRAF
が MEK1、14-3-3 と結合する
部位であり、BRAF/MEK1、
BRAF/14-3-3 の複合体は、
RAF 二量体形成を抑制する
ことが結晶構造解析から示
されている（Park E, et al. 
Nature 2019）。したがって、
Class 2, 3 変異 BRAF は、立
体構造の変化により MEK1、
14-3-3 との結合能が低下
し、RAF 二量体形成を亢進さ
せることにより下流シグナ
ルを活性化すると考えられ
る。また、CRD ドメインとキ
ナーゼドメイン以外の変異
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図2. 変異BRAFの二量体依存性およびRAS依存性の同定法

Mouse embryonic fibroblast(MEF)

mtBRAF+R509H

目的の変異に加え、BRAF二量体
形成を阻害するBRAF R509Hを
発現したベクターを導入

mtBRAF

mtBRAF発現ベクターを導入

ERK活性化
あり

ERK活性化
なし

dimer independent
Class 1

dimer dependent
Class 2 or 3

ERK活性化
あり

ERK活性化
なし

Non functional
mutant

Class 1/2/3
のいずれか

図3. 機能不明バリアントの機能解析結果

FunctionalNon-functional variants

Class 3A246PY760CI554TS399FP334LV120IE13K

Class 3Q262PY760CM560IP402HP341LS122YP14R

Class 3Q262KA762VH574YP402RP341QS133LQ16H

Class 2G464Rc1209dupTH574QP403AI342VR146QG21R

Class 3S467AH574YV413MP343SV157IM23I

Clas 3V471FN581KS428LQ344LC173RE24K

Class 2I592TN581DM438IR347PV175FP25T

Class 3E501KE586KQ461RD352GT176IA38V

Class 2L505HG596CG464ER360QR178QS36F

Class 3L525QR603*G469*P367SI208VP44L

Class 3L525PY647CY472CL382MT218SG69A

Class 3W531SG672VQ496HQ386RR271HY85C

Class 3D594VP676SE501AR389HF294LS87G

Class 2L597RD677NE501GG390SP318LA91V

Class 2Thr599dupR682WL525FT395AS319FQ94R

Class 1V600GQ709KH539YG397DS323PG106R

Class2K601QA712VF548SG397CI326TF109I



 

 

は non-functional バリアントとして扱える可能性が高いと考えられた。これの機能ドメインに
よる評価を、立体構造でより詳細に明らかにするべく、現在も解析を行っている。また、機能予
測モデルについては、プロトタイプの作成は行えており、今後精度の向上を行う予定である。 
 変異クラス別の機能解析については、Class 1 変異大腸がんについて 2022 年末までに 51 例の
変異・発現データを取得した。予備的な発現解析では、class 1 大腸がんはさらに 2 種類に分類
され、myc シグナルや脂肪酸代謝の亢進した群が認められた。また、発現データをもとに大腸が
んの代表的分類である Consensus Molecular Subtypeを検討すると、CMS1 が 28例、CMS3 が 21
例、CMS4 が 3 例であり、CMS2 は認められなかった。一方で、Class 3 分類 10 例の検討では CMS1
が 2 例、CMS2 が 5 例、CMS3 が 3 例、CMS4 0 例であり、腫瘍のプロファイルに大きな違いを認め
た。Class I 症例は MSI-High と関連することや CMS1 との関連がこれまで示唆されているが、
Class 3 症例は全例が Microsatellite stable であり、腫瘍の発生機序が異なると考えられた。 

Class I 変異大腸がんに対する治療効果を向上するため、Class 1 変異大腸がん細胞株に抗
EGFR 抗体＋BRAF 阻害薬＋MEK 阻害薬の併用を行い、下流シグナルの解析を行った。その結果、
4EBP1 のリン酸化が上昇し、cap dependent translation が亢進することが明らかとなった。Cap 
dependent  translation は抗アポトーシスタンパクの発現上昇や myc 等生存シグナルの亢進に
加え、血管新生関連分子の上昇など腫瘍微小環境にも影響を与えることから、初期耐性との関連
について検討を行っている。 

 本研究課題を通じ、未知の BRAF 遺伝子の評価法が確立するとともに、これまで明らかではな

かった機能性変異を同定することができた。また、構造解析のデータをもとにした機能獲得の原

因特定についてもデータが得られつつある。BRAF 変異は、現在のゲノム医療でも頻繁に出現す

る異常であることから、予測モデルが構築されれば、実際の臨床に貢献できると思われ、今後も

検討を継続する予定である。発現解析データを用いた BRAF 変異腫瘍の臓器間比較については、

肺がんのデータを十分取得することが出来ず、臓器間比較を十分に行うことが出来なかった。そ

のため、現在、TCGA などの公共データベースより取得した BRAF 変異肺がんのデータと、研究者

が取得した大腸がんのデータの統合解析を進めている。一方で、Class I 変異大腸がんが 2 種類

に分類できる結果が得られており、今後治療効果との関連性について機能解析を行っていく予

定である。 
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