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研究成果の概要（和文）：BRAFは、EGFR、ALK、ROS1fusion、RET fusionなどと同様に肺癌の重要なドライバー
遺伝子である。最も多いBRAF変異はV600E（41%）であるが、K601E、D594G、G469Aなど他のnon-V600E変異も多く
検出されている。non-V600E変異は、さらに野生型BRAFと二量体を形成し、下流シグナルを活性化できる活性中
間型、そして野生型CRAFと二量体を形成し、弱い活性を誘導する不活化型に大別される。本研究成果から、BRAF
阻害剤とMEK阻害剤、またEGFR阻害剤との併用は上記non-V600E変異を持つ肺腺癌に高腫瘍効果を誘導できる可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：BRAF is an important driver gene for lung cancer, as are EGFR, ALK, 
ROS1fusion, and RET fusion. The most common BRAF mutation is V600E (41%), but other non-V600E 
mutations such as K601E, D594G, and G469A are also frequently detected. Non-V600E mutations can be 
further classified into an intermediate type that forms a dimer with wild-type BRAF and can activate
 downstream signals, and an impaired type that forms a dimer with wild-type CRAF and induces weak 
activity. 
The results of our study indicated that BRAF inhibitors in combination with MEK inhibitors and EGFR 
inhibitors may induce a high tumor effect in lung adenocarcinomas with the above non-V600E mutation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオマーカーに基づいた患者選択いわゆるPrecision Medicine が現実化し、EGFR変異、ALK転座、ROS1転座お
よびBRAF変異に対する分子標的薬は、肺癌患者の予後を着実に延長している。BRAF変異は多種の癌に認められる
が、有効な治療法開発はこれまでV600E変異を中心に進められてきた。これまでの研究成果から、肺癌は他の癌
に比べnon-V600E変異が多く認められることが示されている。本研究は、活性中間型、そして不活型non-V600E変
異を持つ肺癌に対する新規治療法開発の糸口を提示しており、その学術的意義は大きい。

※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 

v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1: BRAF は、EGFR、ALK、ROS1 と同

様に肺癌の重要なドライバー遺伝子である。また、BRAF 変異は肺癌のみならず、悪性黒色

腫や大腸癌など様々な悪性腫瘍で起こることが知られており、BRAF の 600 番目のアミノ

酸であるバリン（V）がグルタミン酸（E） に置換される BRAF V600E 変異のある悪性黒 

色腫には既に BRAF 阻害剤: ベムラフェニブが承認されている。肺癌においても BRAF 

V600E 陽性例に対して、BRAF 阻害剤: ダブラフェニブと MEK 阻害剤:トラメチニブ併用

療法の有効性が報告され、2018 年 3 月に我が国でも承認されている。LC-SCRUM-Japan

の報告から、EGFR 変異が陰性の非扁平上皮非小細胞肺癌における BRAF 変異は 5％であ

り、他のドライバー変異と相互排他性が認められている。最も多い変異は V600E（41%）

であるが、K601E、D594G、G469A など他の変異も多く検出されている（日本肺癌学会 肺

癌患者における BRAF 遺伝子変異検査の手引き第 1.0 版、図１）。これらの non-V600E 変

異を持つ肺癌に対する標的治療法は未確立であり、現在世界でおよそ 4 万人以上が死亡し

ている（Lin et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 111: E748-57. 2014）。 
２．研究の目的 

BRAF 遺伝子変異は、悪性黒色腫や大腸癌、肺癌などの様々な癌種に起こることが知られ

ている。これらの変異は、BRAF タンパク質の activation loop（A-loop）をコードするコ 

ドン 599～602 と、phosphate binding loop（P-loop）をコードするコドン 464～469 の周

辺に集中している。悪性黒色腫では殆どが V600E 変異であるのに対し、肺癌では 4 割 

に過ぎず、多くは non-V600E 変異が占めている。V600E 変異は BRAF キナーゼを活性化 

し、下流シグナルである ERK の活性化により悪性細胞への形質転換を誘導する。一方、 

non-V600E 変異における増殖シグナルは未だ分からないことが多い中、現在一部の変異に 

おいては、キナーゼ活性を持つことが明らかになってきた。BRAF non-V600E 変異に対す

る分子標的治療法は確立されていないが、これらの変異の中には高いキナーゼ活性を持つ

ものがあり、種類によっては、non-V600E 変異に対して有効な治療法開発ができる可能性

がある。そこで本研究において、BRAF non-V600E 変異への有効な抗腫瘍効果の誘導法を

明らかにし、新しい治療法開発のための基礎検討を行った。 
３．研究の方法 

1.  活性中間型および不活化型 non-V600E 変異を持つ肺癌に対する BRAF 阻害剤および

MEK 阻害剤の有効性の検討 

２種の BRAF 阻害剤: ベムラフェニブ、エンコラフェニブ、そして MEK 阻害剤：トラ

メチニブ、ビニメチニブを用い、活性中間型および不活化型に対する治療有効性の評価

を行った。活性中間型 BRAF G469A を持つ肺腺癌株: H1395、H1775、そして不活化

型 BRAF G466V を持つ肺腺癌株: H1666 に対し上記標的薬を投与し 72 時間後の cell 

viability を細胞内 ATP の定療法を用いて測定した。 

2. 他種 MEK 阻害剤による治療有効性の評価 

阻害剤の種類を増やし、上記細胞株における抗腫瘍生の追加検討を行った。 

3. BRAF 阻害剤および MEK 阻害剤さらに EGFR 阻害剤との併用効果の検討。 

BRAF 阻害剤:エンコラフェニブと MEK 阻害剤：トラメチニブ、さらに BRAF 阻害剤:

エンコラフェニブと EGFR 阻害剤との併用効果を、検討項目１と同様の方法で解析し

た。 

 



4. 患者由来オルガノイドを用いた併用効果の検証 

BRAF G469A を持つ患者由来肺腺癌オルガノイド PDT-LUAD#5 を用いて、上記併

用効果の検討を行った。 
４．研究成果 

１）BRAF non-V600E 変異肺癌に対する BRAF 阻害剤および MEK 阻害剤の有効性の検

討 
BRAF non-V600E 変異（G469: 活性中間型）を有する肺癌株 H1395 は、BRAF 阻害剤：
ベムラフェニブ、エンコラフェニブおよび MEK 阻害剤：ビニメチニブに対して、BRAF 
V600E 変異を持つ H364 に比して、低感受性であった。 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

２）MEK 阻害剤 PD0325901 の効果の検討 
単剤投与における追加の検討において、MEK 阻害剤:PD0325901 は BRAF non-V600E 変
異（G466V: 不活化型）を有する肺腺癌株：H1666 に対して抗腫瘍効果を誘導することがで
きた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) BRAF 阻害剤と MEK 阻害剤、EGFR 阻害剤との併用効果の検討 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BRAF 阻害剤:エンコラフェニブと MEK 阻害剤：トラメチニブの併用は、BRAF non-V600E
変異（G466V: 不活化型）を有する肺腺癌株：H1666 に対し、それぞれの単独より強い抗腫
瘍効果を誘導した。またトラメチニブと EGFR 阻害剤：セツキシマブの併用は BRAF non-
V600E 変異（G469: 活性中間型）を有する肺癌株 H1395 および H1666 に対し、併用効果
を誘導した。 
 
4) 患者由来オルガノイドを用いた併用効果の検証 
BRAF G469A を持つ患者由来肺腺癌オルガノイド PDT-LUAD#5 において MEK 阻害剤：
トラメチニブと EGFR 阻害剤: エルロチニブは、併用にて単独よりも有効な抗腫瘍効果を
誘導した。 
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