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研究成果の概要（和文）：KRAS変異腫瘍が上皮間葉移行状態により2種類に分類できることを明らかにした。ERK
パスウエイの抑制は、上流受容体のフィードバック活性化を誘導するが、活性化される受容体が上皮型では
ERBB3、間葉型ではFGFR1であり、MEK阻害薬と受容体阻害薬の併用が、それぞれの性質を示す腫瘍の治療に有効
であること示した。また、上皮間葉移行状態に関わらずMEK阻害薬と併用効果を示す標的としてSHP2を同定し
た。近年開発の進むKRAS G12C変異直接阻害薬について、感受性や耐性規定因子を解析・同定した。さらに本課
題を通じ新たな国際共同研究を展開しBRAF遺伝子変異腫瘍に対する個別化治療の提唱を行った。

研究成果の概要（英文）：We identified epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) rewires the 
expression of receptor tyrosine kinases (RTKs), leading to differential feedback activation of the 
ERK pathway following MEK inhibition in KRAS mutant cancer. In epithelial-like cancers, this 
feedback was attributed to ERBB3-mediated activation of MEK and AKT. In contrast, in 
mesenchymal-like cancers, FGFR1 was dominantly expressed but suppressed by the negative regulator 
Sprouty proteins; MEK inhibition led to repression of SPRY4 and subsequent FGFR1-mediated 
reactivation of MEK and AKT. Therapeutically, the combination of a MEK inhibitor with respective RTK
 inhibitors induced cell death in vitro and tumor regressions in vivo. We also functionally 
characterized BRAF mutant cancers by an international collaboration. Collectively, we have 
established the rationale and a therapeutic approach to treat KRAS-mutant lung cancers based on EMT 
status, and BRAF mutant cancers based on its functional classification.

研究分野：腫瘍内科学

キーワード： KRAS　上皮間葉移行　シグナル伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
KRAS変異腫瘍が上皮間葉移行状態に基づきサブタイプ分類が可能なこと、またサブタイプによりシグナル伝達形
式が異なることが明らかとなったことは、KRAS変異腫瘍の分子生物学的理解に加え、サブタイプ別の治療開発に
つながる可能性がある。またKRAS G12C阻害薬については現在第III相試験が行われており、感受性・耐性規定因
子の同定により、阻害薬に効果の期待できる患者の同定や新たな治療開発につながる可能性を有する。本課題を
発展する形で開始されたBRAF変異腫瘍に対する個別化治療法開発については、BRAF変異腫瘍の機能別分類と、分
類ごとの治療法提唱ができたため、患者治療に役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

KRAS 遺伝子変異はがんにおいて最も多い遺伝子変異である。正常細胞にお
いて KRAS は MAPK パスウエイの主要構成タンパクである（図 1）。我々は、
MAPK シグナルを構成する KRAS, BRAF に変異を有する大腸がんにおいて、こ
れらがん遺伝子産物に制御される下流のパスウエイを遮断することが有効
であることを示してきた(JCI 2011, Nature 2012, Cancer Discovery 2012)。
変異 KRAS は、MAPK パスウエイ以外にも多くの下流シグナルタンパクを活性
化し腫瘍細胞の生存・増殖を維持しているが（図 2）、KRAS 変異大腸がんに
ついては、MAPK シグナルの抑制が重要であること、一方で MAPK パスウエイ
の抑制では腫瘍の縮小が得られず、PI3K パスウエイの抑制も必要であるこ
と、PI3K パスウエイが受容体の一つである IGFR により制御されていること
を示した。KRAS 変異腫瘍においては、PI3K パスウエイと MAPK パスウエイを
直接阻害する PI3K阻害薬と MEK阻害薬の併用療法の有
用性がマウスモデルで示された一方、臨床試験では毒
性が強いことが問題となっていた。受容体阻害薬など
により間接的に PI3K シグナルを抑制することで毒性
の問題を解決できる可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、KRAS 変異腫瘍において、PI3K、MAPK 
(ERK)パスウエイを制御する重要な分子を同定・標的と
することで、KRAS 変異腫瘍に対する新たな治療戦略を開発することである。 
 
３．研究の方法 
KRAS 変異細胞株は、American Type Culture Collection、医薬基盤研究所 JCRB細胞バンク、
もしくは Korean Cell Line Bank より入手した。細胞株の薬剤に対する感受性は、主に細胞増
殖抑制（MTT アッセイ法）やアポトーシスの誘導（FACS 法）により評価した。In vivo におけ
る評価はマウスゼノグラフトモデルもしくは患者由来ゼノグラフトモデルを用いて行った。 
 
４．研究成果 
 
KRAS 変異腫瘍に対する治療開発 

（1） 上皮間葉移行に基づく KRAS 変異腫瘍

のサブタイプ分類 

KRAS 変異肺がん細胞株の遺伝子発現データ

を Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE)より

入手し、細胞株間で発現差のある遺伝子を

unsupervised clustering 解析したところ、KRAS

変異肺がんは 2 種類に分類され、各分類は代表

的な上皮間葉移行 (Epithelial-Mesenchymal 

Transition: EMT)マーカーである E-カドヘリン

とビメンチンの発現に相関していた（図 3）。ま

た、EMT により受容体の発現に変化が認められ、

上皮系 KRAS 変異肺がんでは ERBB3 が、間葉系

KRAS 変異肺がんでは FGFR1 が発現していた(図

4)。他の KRAS 変異腫瘍についても同様の検討を

行い、KRAS 変異肺がん・膵がんは EMT により 2 群に分類で

きることを示した。一方で KRAS 変異大腸がんはほとんどが

上皮型の性質を示した。 

 

（2） KRAS 変異腫瘍に対するサブタイプ分類に基づく 

個別化治療 

MAPK パスウエイは、活性を一定に保つため複雑なフィー

ドバック機構により制御されている。MEK 阻害薬により ERK

パスウエイを抑制すると、フィードバック機構が誘導され、

ERK パスウエイが再活性化する。フィードバック機構は、

KRAS 変異腫瘍において MEK 阻害薬が奏効しない主要因であ

ることから、MEK 阻害薬投与後の ERK パスウエイのフィード

バック機構について解析を行い、受容体の活性化がフィー

ドバック機構に関わること、活性化される受容体が上皮系 KRAS 変異肺がんでは ERBB3、間葉系
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KRAS 変異肺がんでは FGFR1 であることを明らかにした。上皮系 KRAS 変異肺がん細胞株におい

て、siRNA により ERBB3 の発現抑制を行った後 MEK 阻害薬の投与を行ったところ MEK 阻害薬投

与後の ERK パスウエイの再活性化が抑制され、その結果アポトーシスが誘導された。細胞株に

よりばらつきを認めたが、ERBB3 の抑制は PI3K パスウエイの抑制も誘導した。さらに MEK 阻害

薬と pan-ERBB3 阻害薬である afatinib を併用したところ上皮型 KRAS 変異肺がんマウスゼノグ

ラフトモデルにおいて腫瘍の縮小が認められた（図 5）。 

一方、間葉系 KRAS 変異肺がん細胞

株において、FGFR 阻害薬と MEK 阻害

薬を併用したところ、MEK 阻害薬投

与後のERKシグナルの再活性化が抑

制された。その理由として、ERK シ

グナルの抑制は、ERK の下流で転写

されるSPRY4タンパクの発現を低下

させるが、これにより SPRY4 により

抑制されていたFGFR1シグナルが活

性化され、ERK シグナルを再活性化

することを明らかにした。FGFR 阻害

薬とMEK阻害薬の併用療法は間葉系

KRAS 変異肺がん細胞株のマウスゼ

ノグラフトモデル及びビメンチン陽性の KRAS 変異陽性患者由来ゼノグラフト

(Patient-derived xenograft: PDX)モデルにおいて腫瘍の縮小を認めた（図 6）。以上の結果に

より、KRAS 変異肺がんに対し、EMT の状態により個別化した治療戦略を提唱した（図 7）。これ

らの成果を Cancer Discovery 誌に報告するとともに特許出願した（PCT/JP2016/083921）。 

 

（3） KRAS 変異腫瘍における SHP2 タンパクの役割 

 上記のように腫瘍の上皮間葉移行状態に基づく治療を提唱したが、腫瘍の不均一性を考慮す

ると、上皮間葉移行状態に関わらず MEK 阻害薬と併用効果のある薬剤を探索することも重要と

考えられた。このため、受容体から変異 KRAS に伝達されるシグナルを遮断することで、活性化

される受容体に関わらず ERK パスウエイの再活性化を回避することのできる標的分子を探索し、

アダプタータンパクである SHP2 を同定した。Knockdown またはアロステリック阻害薬による

SHP2 の抑制は MEK 阻害薬により誘導される ERK パスウエイのフィードバック機構を抑制し、細

胞増殖についても抑制した。上皮型、間葉型の KRAS 変異肺がん細胞株をマウスに移植しゼノグ

ラフト腫瘍を SHP2 阻害薬と MEK 阻害薬の併用療法により治療したところ腫瘍の縮小を認め、薬

力学的検討においても、ERK リン酸化の抑制が確認された。これらから、MEK 阻害薬投与後に活

性化される受容体からのシグナルを伝達する SHP2 を抑制することで、活性化される受容体の種

類に関わらずフィードバック機構を制御できる可能性が示唆された。 

しかしながら、2018 年に複数のグループから同様の報告が相次いだため、併用療法の有用性

について論文報告することが困難となった。一方、他グループからの報告では、MEK 阻害薬投

与後に誘導される ERK パスウエイの再活性化に SHP2がどのように関わっているか、詳細なメカ

ニズムについては明らかとなっていなかった。このため、KRAS 変異腫瘍における SHP2 の機能

解析を行った。SHP2 は定常状態では閉鎖型の構造を取るため不活性型であるが、上流より刺激

が入ることにより、立体構造が変化し、GAB1、GRB2 などのタンパクと結合し、シグナルを伝達

する。我々は、間葉型 KRAS 変異腫瘍では、SHP2 が FGFR のアダプタータンパクである FRS1 と

常時結合していることを明らかにした。一方で、SHP2のアダプターである GRB2は、SPRY4 と結

合することにより SHP2 との結合が阻害されており、MEK 阻害薬投与により SPRY4の発現が低下

し SPRY4 がフリーになると、SHP2 と結合し下流（ERK シグナル）の再活性化を来すことを明ら
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かにした。現在、脱リン酸化酵素である SHP2 の脱リン酸化能が ERK シグナルに与える影響につ

いて解析を続けている。 

 

（4） KRAS G12C 阻害薬の作用メカニズムと耐性機序の解明 

KRAS タンパクは表面が平滑であること、KRAS タンパクと GTP の結合は低濃度から強力におき

るため、両者の結合を阻害し GTP 活性を抑制する化合物の作成は困難と考えられてきた。しか

し、2013 年に変異 KRAS タンパクの立体構造解析において薬剤の結合に有用なポケットが同定

されたことをきっかけに、多数の KRAS G12C 阻害薬が開発され、一部は早期臨床試験で有効性

が示唆されるなど、KRAS 研究にパラダイムシフトが起きつつある。KRAS 直接阻害薬研究の急速

な進展を受け、本研究課題においても KRAS G12C 阻害薬の作用機序と耐性メカニズムについて

検討を行った。その結果、KRAS G12C 阻害薬の感受性を規定する因子を同定し、この因子は阻

害薬の獲得耐性にも関与することを明らかにした（投稿中）。 

 

国際共同研究の波及効果 

米国滞在中に、KRAS 研究で世界をリードするメモリアルスローンケタリングがんセンターの

Neal Rosen 博士の研究室を訪問する機会があり、SHP2 の解析について助言を得るとともに、下

記の共同研究を開始した。 

 

（5） BRAF 変異腫瘍に対する個別化治療の開発 

RAF は、RAS により活性化され A・B・C の 3 つのアイソフォームが存在する。BRAF 遺伝子変

異は、全固形がんの約 8％に存在するドライバー遺伝子異常であり、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)の変異であり、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。Rosen 博士のグループと我々は、それぞれ各サブタイ

プのシグナル伝達を解析し、治療法を提唱していた。そこで、Class 2 変異が上流の RAS の活

性に依存しないのに対し Class 3 変異は RAS 依存性であることに着目し、大腸がんにおける抗

EGFR 抗体の感受性

について共同研究

を行う事とした。

複数の PDX を用い

た解析及び、日米

5000 例を超える大

腸がんの遺伝子プ

ロファイリング検

査の結果から、抗

EGFR 抗体が Class 

2 変異を有する大

腸がんでは無効で

あるのに対し、

Class 3変異を有す

る場合には有効で

あることを示した

（図 8）（CCR 2019）。 

 

（6） RAS 活性化における ARAF タンパクの役割 

RAF アイソフォームのうち、ARAF についてはその機能が明らかになってこなかった。Rosen

グループでは ARAF がそのキナーゼ活性とは無関係に RAS と結合することを見出した。RAS/ARAF

の結合は、RAS の抑制因子である NF1 の結合を阻害し、ERK パスウエイの活性化につながってい

た。ERK パスウエイの活性化は分子標的薬の耐性化を誘導することから、我々は EGFR 阻害薬耐

性となった EGFR 変異肺がん症例 97 例について ARAF遺伝子の増幅の有無を検討し、5 例で ARAF

遺伝子増幅を獲得していることを示した（投稿中）。 
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