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서   론
1)

RAF kinases 연구는 oncogene 발굴이 한창이던 20년 전

에 v-RAF의 발견과 함께 시작되었다. Rapp [1]와 Bister [2] 

등이 1983년에 CRAF 유전자를 클로닝 하였으며 척추동물

에서 두 개의 RAF 동형 유전자인 ARAF와 BRAF가 밝혀져 

현재 3종류의 동형(isoforms)이 존재한다[3]. 최근에 인체 암

에서 BRAF과 CRAF유전자변이가 알려지고 이러한 유전자 

변이가 kinase 활성증가를 통하여 암을 유발함이 학인 됨에 

따라서 RAF활성을 억제하는 소분자 화합물을 이용한 암 치

료가 가능할 것으로 추정되기 때문에 과거 어느 때보다 더 

관심의 대상이 되고 있다.

RAF kinases의 활성은 Ras의 결합 및 인산화에 의하여 

조절된다[4]. 그동안 RAF kinase의 주요 신호전달 기능은 

MAP kinases (ERK1/2)의 활성화를 통한 세포의 성장, 분

화, 세포 골격근 재배열에 관련된 세포 기능 조절에 초점이 

맞추어져 있었다[6~8]. 인체 암의 약 30% 정도에서는 MAP 

kinases의 활성이상이 관찰되기 때문에 RAF를 통한 MAP 

kinases의 조절이 중요할 것으로 추정되고 있다. 최근 들어

갑상선 유두암을 비롯하여 흑색종, 대장암, 난소암 에서 

BRAF 유전자의 somatic mutation이 발견되었고, 이러한 유

전자 변이는 RAF kinase의 활성증가와 함께 종양유발인자

로 생각된다[4,9]. 특히 갑상선 유두암에서는 BRAF
V600E변

이만이 관찰되고 있으며 다른 어느 암에 비해서도 변이 빈

도가 높기 때문에 BRAFV600E연구모델로서 유두암이 중요한 

모델이다.

BRAFV600E변이는 유두암을 유발하는 가장 중요한 유전자

* 본 연구는 한국과학재단에서 시행하는 신약타겟 발굴사업(과

제번호: 2007-03846)에 의하여 지원되었음.

변이로서 암 발생, 진행, 및 전이 모든 과정에 관여할 것으

로 추정된다. 따라서 BRAFV600E변이는 kinase 활성을 억제

할 수 있는 소분자 화합물 개발에 있어 중요한 표적으로 연

구되고 있다[10].

본 논문에서는 BRAF kinase에 과거의 발견을 요약하고, 

현재 연구의 한계점을 지적하면서 저자 등이 생각하는 새로

운 BRAF
V600E변이에 의한 갑상선 유두암의 발생과정을 고

찰하고자 한다.

BRAF 및 BRAFV600E kinases의 분자생물학

RAF 동형들은 유사한 염기서열을 지니고 있으며 세 부

분의 conserved region (CR)이 있다. Ras 결합 부위를 포함

한 CR1, CR2와 kinase domain을 갖는 C-terminus의 CR3

이며[9], 이러한 CR을 중심으로 RAF 의 활성을 조절하는 

주요한 인산화 부위가 분포한다(Fig. 1). 세 개의 동형들 중 

ARAF가 약 68 kDa으로 가장 작으며, CRAF가 72~74 kDa 

정도의 크기이다. BRAF의 경우 alternative splicing에 의해 

75에서 100 kDa의 다양한 크기로 존재하는데 exon 10a의 

포함여부에 따라 MEK를 활성화시키는 능력의 차이를 유발

한다[11]. RAF의 동형들 간에 존재하는 이러한 구조적인 차

이는 BRAF
V600E 돌연변이의 경우 kinase 활성이 12.5배나 

상승하는 반면에 CRAF에 유사한 돌연변이를 유발할 경우 

kinase 활성이 오히려 10배가 감소하는 상반된 결과를 야기

하기도 한다[11]. RAF 동형들은 조직 특이적인 발현 차이도 

보이고 세포 내의 위치(subcellular localization)에서도 차이

를 보인다. 예를 들어, BRAF와 CRAF가 모두 신경조직

(neuronal tissue)에 많이 분포하나 BRAF는 신경돌기

(neurite process)에 분포하는 반면, CRAF는 핵주변
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(perinuclear)에 주로 존재한다[5]. 이는 RAF의 동형에 따라 

특이적인 결합 지질 또는 단백질이 존재하고 이로 인해 특

정 membrane raft로의 이동이 유도되는 서로 다른 조절기전

이 존재함을 시사한다. 구조와 결합단백질의 차이는 BRAF가 

Ras-Raf-Mek-Erk 경로 외에 NF-κB, MST-2 (mammalian 

sterile-20-like kinase), ASK1 (apoptosis signal regulating 

kinase 1), BAD (BCL-2-antagonist of cell death) 및 ROK-

α 등과 관련된 신호경로에 ARAF 및 CRAF와는 다른 영향

을 미칠 수 있게 한다[10]. 

BRAF의 oncogenic activation도 N-terminus의 autoinhibitory 

region의 상실에 의한 v-Raf (retroviral oncogene derived 

from CRAF)의 활성화와는 다르다. BRAF 돌연변이는 활성

분절(activation segment)이나 nucleotide binding loop (P 

loop)에서 집중적으로 발생하며 gain-of-function mutation으

로 키나아제(kinase)의 활성화를 유발한다. 대부분의 키나아

제와 마찬가지로 Raf kinase도 촉매 활성(catalytic activity)

을 갖기 위해서는 활성부위의 인산화가 필요하며 활성분절에 

존재하는 15~20개의 잔기(residue)가 인산화되면 catalysis에 

적합한 구조로 활성분절이 안정화되게 된다. 야생형(wild 

type) BRAF의 경우 활성분절의 Val-600이 P-loop의 Phe 

-468과 소수성 결합(hydrophobic contact)을 하고 있어 DFG 

motif이 인산화 전이(phosphoryl trasnsfer)에 적합한 배열을 

이루지 못하게 하며 이를 통해 불활성화 상태를 유지한다. 

그러나 발린(valine)이 글루탐산(glutamic acid)으로 치환될 

경우 소수성 결합이 붕괴되고 이로 인해 활성화 상태가 지

속되게 된다. 결국, 지금까지 알려진 45종류의 돌연변이 중

에 90%를 차지하고 있는 BRAF
V600E 돌연변이는 활성분절

에 존재하는 Thr599나 Ser602이 인산화된 야생형 BRAF와 

유사한 구조를 가지게 되며[12], 이를 통해 Ras에 의한 활성

화 없이도 Mek와 Erk의 순차적인 인산화를 지속적으로 유

발하는 것이다.

Erk의 활성화는 mdm2의 발현을 조절함으로써 p53과 같

은 종양 억제 유전자의 기능을 억제하며, 종양의 성장에 중

요한 역할을 하는 VEGF (vascular endothelial growth 

factor)과 같은 혈관생성인자의 발현을 증가시킨다. 이와 더

불어 세포의 증식을 유도하는 cyclin D1, 주변 조직으로의 

침윤에 관여하는 integrin이나 성장 억제 신호에 저항을 띄

게 하는 c-myc과 같은 유전자의 발현도 증가시키는 것으로 

알려지고 있다. 또한, Erk는 BAD (BCL2-antagonist of cell 

death)나 CREB (cAMP responsive element binding 

protein)에 의해 유도되는 세포자연사(apoptosis)로 부터 회

피할 수 있도록 하며, myosin light chain kinase의 활성

화를 통해 종양의 주변 조직으로의 침윤과 전이를 일으키

기도 한다[11] (Fig. 2). 저자 등이 면역조직화학염색법을 통해 

galectin-3, cyclooxygenase 2, cyclin D1, p53 및 VEGF의 

발현을 확인한 결과에서도 BRAF
V600E 돌연변이를 동반한 

갑상선 암이 VEGF의 발현이 유의하게 증가되어 있음을 알 

수 있었으며, 갑상선 암의 예후인자와 VEGF의 발현이 유의

한 연관성을 가지고 있음을 알 수 있었다[13]. BRAF
V600E 

돌연변이에 의한 암화 과정은 NIH3T3 세포주나 BRAFV600E 

형질전환 동물모델(transgenic animal model)을 이용한 실험

에서 암세포로의 이행과 갑상선 유두암 및 미분화암의 발생
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Fig. 1. RAF의 일차 구조비교.
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으로 이미 입증된 바도 있다[12,14]. 또한, 임상 연구를 통해

서도 BRAFV600E 돌연변이가 갑상선암의 공격성에 기여할 

것으로 추측할 수 있다. BRAF
V600E 돌연변이는 갑상선암의 

주변 조직으로의 침윤이나 암의 재발 및 요오드 섭취율 저

하와 연관이 있다는 보고가 있으며[15] 또한 나쁜 임상경과

를 취하는 갑상선 유두암의 아형인 tall cell variant에서 흔

히 관찰된다[16]. 더불어 BRAF
V600E 돌연변이가 갑상선암 

중 가장 분화도가 나쁘며 예후가 불량한 anaplastic cancer

에서도 발견된다[17]. 

BRAF 및 BRAF
V600E
 네크워크

 

RAF의 활성에는 Ras 이외에도 다양한 부위의 인산화에 

의한 조절과정, oligomerization, 14-3-3과 같은 adaptor 

protein과의 결합 그리고 scaffold protein에 의한 조절이 관

여한다. 특히 scaffold protein은 MAPK의 활성화를 조절하

는 기작을 이해하는데 중요한 자료를 제공한다[6,18]. 다양

한 외부신호에 반응하는 MAPK의 활성화가 특정신호를 인

식하고 해당 신호에 적합한 단백질들만은 선택적으로 활성

화시킬 수 있는 것은 scaffolding protein이 특정신호에 적합

한 단백질들을 격리시켜 복합체를 만들기 때문이다. 즉, 진

핵세포(eukaryotic cell)들은 염증신호(inflammatory signal), 

환경 스트레스(environmental stress), 성장 신호 등과 같은 

다양한 신호에 개별적으로 반응하기 위해서 관련 단백질의 

복합체(signalosome)을 형성하는 것이다[19]. 

RAF 복합체는 Mlk3 (mixed lineage kinase3)−BRAF−

CRAF 복합체와 CRAF−Mst2 복합체가 알려져 있다. Mlk3

는 BRAF의 인산화에는 영향을 못 주지만, BRAF와 CRAF 

의 heterodimer 안정화에 기여한다. 이러한 결합은 BRAF의 

활성화에 중요한 단계인 CRAF과의 상호작용에 필수적인 

것으로 Mlk3를 억제(siRNA)할 경우 BRAF의 활성화가 Erk

의 인산화를 유발하지 못 한다[20]. 현재 Mlk3 (mixed 

lineage kinase-3)−BRAF−CRAF 복합체의 정확한 구성은 

알려지지 않았으나 CNK1 (connector enhancer of KSR1), 

Hsp90 (heat shock protein 90)과 Cdc37 등과 같은 샤프롱

(chaperone)과 scaffold protein이 포함되어 있다[21~23].

세포의 증식과 연관된 다양한 신호가 세포자연사를 촉발

하는 것으로 알려져 있는데, 과도한 세포의 증식을 억제하려

는 “failsafe mechanism”로 일컬어진다. 다시 말해 정상세포

에서 이루어지는 프로그램에 의한 세포사(programmed cell 

death)는 증식의 억제와 세포자연사의 촉진이 적절한 조화

에 의해 이루어지는 것이다. 반대로, 암세포는 세포자연사를 

억제하는 기전을 획득하여 통제되지 않는 세포의 증식을 유

발하게 된다[19]. RAF 복합체와 연관된 failsafe mechanism

으로는 Drosophila melanogaster에서 처음 확인된 Salvador 

-Wart-Hippo 경로(SWH pathway)가 있다[24]. Slavador 

(Sav)와 Hippo (Hpo)의 결합은 large tumor suppressor (Lats)

의 인산화를 유발하고 활성화된 Lats는 Mps1-one binder-1 

(dMob1)과 결합하여 Yorkie (Yki)의 인산화에 의한 불활성

화를 유도한다. Yki가 불활성화된 세포는 cyclin E, 

Drosophilai inhibitor of apoptosis-1 (Diap1)의 발현을 유도

하지 못하여 성장이 감소하고 사멸하게 된다[25]. SWH 

pathway는 포유류에서도 잘 보존되어 있는 것으로 판단되

며 일례로 mammalian sterile 20-like kinase (MST)-1,2는 

hWW45 (human orthologue of Sav)와 결합하여 인산화에 

의한 LAT1, 2를 활성화 시킨다(Fig. 3). CRAF복합체는 안

정상태에서 Mst2와 결합하여 억제하여 SWH pathway를 억

제하지만, CRAF이 활성화되면 이러한 억제가 소실되고 
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Fig. 2. BRAFV600E 돌연변이와 Erk의 활성화에 따른 종양 특이 단백질의 발현. 
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Mst2에 의한 성장억제(growth arrest)와 세포자연사가 유발

된다(Fig. 4).

현재까지 BRAFV600E에 의한 Mlk3−BRAF−CRAF 복합

체와 CRAF−Mst2 복합체의 변화 및 조절기전은 알려져 있

지 않으나 BRAF
V600E에 의한 SWH pathway의 변화를 몇 가

지 추측할 수 있다. 첫째로, 야생형 BRAF은 MST1,2의 활성화

를 유도하여 Lats1/2의 인산화를 유발하고 YAP (Yes-associated 

protein)의 인산화를 유도하지만, BRAF
V600E의 경우 이러한 

MST1,2의 활성화를 유도하지 못해 apoptosis를 회피할 수 

있을 것으로 추측할 수 있다(가설 1). 저자 등이 실험한 바

에 따르면 야생형 BRAF는 MST1,2의 인산화에 의해 

FOXO1의 활성화를 증가시키지만 BRAFV600E의 경우는 

MST1,2- FOXO1 경로에 영향을 주지 않았다. 둘째로 야생

형 BRAF과 BRAF
V600E에 CRAF 인산화가 차이가 있으며 

이로 인해 SWH경로에 미치는 영향이 다를 수 있다. BRAF

은 endogenous CRAF의 활성을 유발하는 것으로 알려져 있

는데 이는 ERK의 인산화에 대한 kinase 활성에도 영향을 

주지만 CRAF의 MST1,2와의 결합에도 영향을 주게 된다. 

즉, CRAF의 인산화는 CRAF−Mst2 복합체의 분리를 가져

오며 이를 통해 유리된 MST2가 SWH 경로를 통하여 세포

의 apoptosis를 유발하게 된다. In vitro kinase assay를 통하

여 확인한 바에 따르면 BRAF
V600E이 갖는 kinase activity가

ERK 인산화능은 뛰어난 반면 endogenous CRAF의 인산화

에 대한 활성도는 낮은 것을 알 수 있다. 따라서 야생형 

BRAF의 활성화는 CRAF의 인산화와 이로 인한 MST1/2의 활

성화를 유도하여 세포자연사를 일으키는 반면에, BRAF
V600E

의 경우는 배타적인 ERK 인산화로 세포자연사를 회피할 가

능성이 있다(가설 2).

BRAF
V600E
 소분자억제 화합물

BRAFV600E 돌연변이와 Erk의 활성화가 종양의 발생과 

진행에 중요한 역할을 하는 것으로 규명됨에 따라 다양한 

BRAF 소분자억제 화합물들이 개발되고 있다(Fig. 5). 이들 

중 신세포암(advanced renal cell carcinoma)의 치료제로 
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Fig. 3. Hpo-Lats 경로에 의한 세포의 성장과 사멸의 조절. 
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Fig. 4. Mlk3−BRAF-CRAF 복합체와 CRAF−Mst2 복합

체의 성장 신호 조절 모델. 
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2005년에 FDA의 공인을 받은 상태인 sorafenib (BAY 

43-9006, Bayer, Onyx)이 대표적인 BRAF 억제제로 임상 

연구 단계에 진입해 있다. Sorafenib은 CRAF를 표적으로 개

발된 약물로 Raf kinase뿐만 아니라, VEGFR-2, VEGFR-3, 

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase), PDGFRβ (platelet-derived 

growth factor receptor-β) 및 c-kit과 같은 tyrosine kinase도 

억제하는 것으로 알려져 있다[10]. 따라서 sorafenib의 항암

작용은 Raf의 억제와 VEGFR이나 PDGFR에 의해 매개되

는 종양의 혈관생성을 억제함으로써 나타날 것으로 추측할 

수 있다. 그러나, sorafenib은 경구 복용이 가능하고 임상 연

구 단계에 진입했다는 긍정적인 측면이 있는 반면에 inactive 

BRAF kinase에 결합해서 활성화를 억제하는 것으로 알려져 

있다[4]. 따라서 sorafenib은 돌연변이 BRAF
V600E보다 야생

형 BRAF에 보다 효과적인 억제 능력을 갖는 단점이 있다. BRAF 

억제제뿐만 아니라 BRAF
V600E 돌연변이에 의한 Erk의 활성화의 

차단을 위한 신약도 개발 중이다. 이들 중에는 non-ATP 

competitive Mek inhibitor인 CI-1040 (cyclopropylmethyl 

hydroxamate ester of an N-phenylanthranilic acid, 

Pfizer), PD0325901 (Pfizer) 및 ARRY-142886 (AstraZeneca) 

등이 있다. Hsp90과의 결합을 억제함으로써 polyubiquitylation

이나 프로테오솜 분해(proteosomal degradation)를 유도하는 

17-N-allylamino-17-demethyxygeldanamycin (17-AAG)과 

같은 Hsp90 억제제도 갑상선암의 치료제로서의 가능성이 연

구되고 있다[26]. 그러나 이상과 같은 Ras-Raf- Mek-Erk 신

호전달체계를 표적으로 하는 소분자억제 화합물들은 정상 

세포의 성장과 분화를 억제하는데 따른 다양한 부작용을 극

복해야 하는 과제를 가지고 있다. 참고로 sorafenib의 경우, 

고혈압, 발진, desquamation, hand-foot reaction, 탈모, 홍조, 

피로, 체중감소, 신경염 및 오심, 구토 등과 같은 소화기계 

관련 부작용이 발생하였으며, 환자의 30%가 Grade 3 이상

의 부작용을 경험하였다. 

결론 및 앞으로의 과제

갑상선암을 포함한 다양한 암에서 BRAFV600E 돌연변이가 

발견된 이래로 BRAF
V600E 돌연변이에 의한 단백질 구조의 

변화가 밝혀졌으며 Ras와 무관하게 Erk의 인산화와 활성화

를 지속적으로 유지할 수 있는 기전이 규명되고 있다. 또한, 

이러한 지식을 바탕으로 Ras-Raf-Mek-Erk 경로를 표적으로 

한 다양한 소분자억제 화합물들이 개발되어 임상시험 중에 

있다. 그러나 임상시험에서 나타난 불충분한 효과와 정상 세

포의 성장과 분화에 관여하는 신호전달체계를 억제하는데 

따른 부작용을 극복해야 하는 과제도 남아 있다. 이와 더불

어 BRAF를 포함하는 복합체와 다양한 단백질 간의 상호작

용(protein-protein interaction)과 BRAF
V600E 갑상선암에서 

microRNA나 methylation과 같은 epigenetic alteration의 역

할 등에 대한 연구를 바탕으로 한 신약의 개발도 필요할 것

이다. 

최근에 RAF 복합체의 형성과 성장신호의 전달 및 세포

자연사 촉진 기전에 대한 세포생물학적 분석이 진행되고 있

으며, 이러한 연구가 BRAF
V600E 돌연변이에 의한 갑상선암

이 세포자연사를 회피하는 기전을 제시하고 있다. 향후 

Ras-Raf-Mek-Erk 경로의 억제와 세포자연사를 촉진하는 이

원적인 작용점을 갖는 약물의 개발을 기대한다. 
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