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ABSTRACT

Sox4inducesdegradationofβ-cateninbypromoting
ubiquitination

Kyung-SooLim
Advisor:Prof.Jung-HoonYoon
DepartmentofDentistry,
GraduateSchoolofChosunUniversity

β-catenin is a cytoplasmic protein thatparticipates in the assembly of
cell-celladherensjunctionsbybindingcadherinstothecytoskeleton.Inaddition,it
isakey componentoftheWntsignaling pathway.Activation ofthispathway
triggers the accumulation of β-catenin in the nucleus,where itactivates the
transcriptionoftargetgenes.Abnarmalaccumulationofβ-cateninischaracteristic
ofpolyposiscoli(APC)orAxin tumorsuppressorproteins,which regulates β

-catenindegradation,oractivatingmutationsin β-cateninmoleculeitself.Herewe
show thatoverexpressionofSox4down-regulateswildtypeβ-catenininHEK 293
cells.TheinhibitoryeffectofSox4onwildtype β-cateninisapparentlymediated
by the ubiquitin-proteasoem system and requires an active glycogen synthase
kinase 3β (GSK3β).Mutations in the N-terminus of β-catenin (S33Y)which
compromiseitsdegradation by theproteasomesorinhibition ofGSK3β activity
rendered β-catenin resistantto down-regulation by Sox4.In lightofrecent
evidencethatSox4 expression is activated in colon and othertumorswith β
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-catenin dysregulation,ourfindings suggestthatSox4 is partofa feedback
inhibitorypathwayforWntsignalinginnormalcells.Moreover,themutationsin
APC,Axinorβ-cateninincancercellsappeartorenderβ-cateninresistanttothe
effectsofSox4inhibition.
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Ⅰ.서 론

β-catenin은 세포와 세포간 결합에 있어서 중요한 구조적 성분으로 작용하며
Wntsignaltransduction에서 중추적 역할을 수행한다.Wntsignal은 세포의 증식,분
화,발생을 조절하는데 중요한 역할을 수행하며 β-catenin의 안정화를 조절한다 (1-3).
Wnt ligand는 frizzle과 저밀도 단백질 (LRP)로 구성되어 있는 transmembrane
receptor복합체에 결합하는데 이 receptor복합체에 결합된 Wnt는 아직까지 밝혀지지
않은 기전을 통해 glycogensynthesiskinase3β (GSK3β)의 활성을 억제한다.GSK3
β는 APC,Axin1또는 Axin2(Axil이나 conductin이라고도 불림)로 구성된 단백질 복
합체에 결합하여 β-catenin의 N-말단부위에 위치하는 특정 serine과/또는 threonine기
를 인산화 시킨다 (3-5).인산화된 β-catenin은 SCF-typeE3ubiquitinligase를 구성
하는 Fbox단백질인 β-TrCP와 결합하여 ubiquitination되고 proteasome에 의해 분해
된다 (2,3,6).Wntligand에 의해 GSK3β가 불활성화되면 β-catenin는 전사 인자인
TCF (T cellfactor)와 LEF (lymphoidenhancerfamily)에 결합하여 핵과 세포질에
축적된다 (7,8).핵에서 TCFs는 β-catenin과 결합하여 특정 DNA 부위에 결합하고
target유전자의 전사를 활성화시킨다 (1,9,10).

β-catenin 조절과정의 결함이 다양한 인체의 암에서 보고되었다.β-catenin의
N-말단 부위에서 GSK3β에 의해 인산화되는 부위의 돌연변이가 많은 다양한 암에서
발견되었다 (10).직장암의 80% 이상에서 APC 종양 억제 유전자의 돌연변이에 의한
β-catenin의 비정상적인 활성화가 보고되었다 (12-15).β-catenin조절기전에서의 돌연
변이는 c-MYC과 CyclinD1같은 종양형성과 세포성장에 중요한 영향을 미치는 유전
자의 전사를 유도한다 (16-18).

Sox(SRY-likeHMG box)유전자는 배아 발달에 중요한 역할을 수행하는 유전
자의 전사를 유도하는 전사유도 인자이다.Sox 단백질 family는 적어도 30개는
member들로 구성되어 있는데 발달단계 중에 다양한 세포와 조직에서 발현이 유도된
다 (19,20).Sox단백질은 다양한 세포의 운명을 결정하고 배아 성장 조절에 중요한 역
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할을 수행한다.Sox단백질의 주기능은 아직 알려져 있지 않지만 모든 Sox단백질이
HMG-likeDNA bindingdomain을 공유하고 있기 때문에 HMG domainsuperfamily
의 member이다.Sox단백질은 HMG domain의 유사성에 따라 A에서 H 그룹으로 나
눌 수 있다 (21).

Sox단백질의 C군 중 하나인 Sox4는 처음 B림프구와 P림프구의 분화에 필요
한 전사인자로 알려졌다 (22).Sox4는 심내의 완충물과 정상 B세포의 성숙 및 발달에
관여한다는 사실도 보고되었으나 아직 그 정확한 기능에 대해서는 알려진 바가 없다.
Sox4는 배아 발달에 중요한 역할을 수행하지만 배아기 이외의 과정에서도 중요한 기
능을 수행한다.최근 연구에서는 유방암,간세포 암종,직장암,선양 낭성 암종,수아세
포종을 포함한 다양한 종양에서 Sox4의 발현이 증가된다는 사실이 보고되어 Sox4가
종양 형성에도 중요한 역할을 수행하는 것으로 생각된다 (23-29).

흥미롭게도,몇몇 연구에서는 Sox7,XSox17α/β,XSox3와 같은 Sox단백질들이
Wntsignaling을 조절한다는 사실을 보임으로서 Sox단백질과 β-catenin과의 상호조
절 가능성을 제시하였다 (30,31).그러나,Sox단백질에 의한 β-catenin조절 기전에
대해서는 아직까지 알려진 바가 없다 (30-34).이 논문에서는 β-catenin의 단백질
level과 전사활성도에 대한 Sox4의 역할을 조사하였으며 Sox4가 Wnt/β-catenin
signalingpathway의 feedbackinhibitoryloop를 조절하는 중요한 성분이라는 사실을
밝혔다.
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Ⅱ.재료 및 방법

111...세세세포포포배배배양양양과과과 tttrrraaannnsssfffeeeccctttiiiooonnn
HEK 293세포는 10% fetalbovineserum과 50㎍/mlstreptomycin,50units/ml

penicillin이 포함된 Dulbecco’smodifiedEagle'smedium에서 37℃,5% CO2의 조건하
에 배양하였다.정상 구강 상피세포 (normaloralepithelialcell)는 10% fetalbovine
serum과 50 ㎍/mlstreptomycin,50 units/mlpenicillin이 포함된 F12 medium과
Dulbecco’s modified Eagle's medium이 1:1로 섞인 medium을 사용하였다.
Immortalized normaloralkeratinocyte인 INOK는 KGM medium에서 배양하였다.
Hep2 세포는 5% fetalbovine serum과 50 ㎍/mlstreptomycine, 50 units/ml
penicillin이 포함된 MEM medium를 사용하였고 FaDu세포는 Hep2와 동일 medium
에 1% Non-Essential Amino Acid가 더 포함된 medium에서 배양하였다.
Transfection은 FuGENE6(RocheMolecularbiochemucals)를 이용하여 제조사의 지시
에 따라 수행하였다.Ubiquitination 분석을 위해서는 proteasome 억제제인 ALLN
(Calbiochem)을 12.5μM의 농도로 세포에 가하였다.

222...TTToootttaaalllRRRNNNAAA 추추추출출출과과과 RRRTTT---PPPCCCRRR
TotalRNA는 TRIzolreagent(Invitrogen)를 이용하여 분리하고 RNA의 상태를

agarose gel에서 전기영동하여 확인하였다. RT-PCR은 Super Script One-step
RT-PCR Systems(Invitrogen)을 이용하여 다음의 조건으로 수행하였는데 이때 사용
한 primer는 Table1과 같다.역전사 반응을 위해서는 50℃에서 30분,변성반응으로
94℃에서 2분을 수행하고 PCR을 위해서는 변성반응을 94℃에서 15초,결합반응을 5
5℃에서 30초,중합반응을 72℃에서 30초간 29주기를 반복한 후 마지막 중합반응으로
72℃에서 10분간 연장하여 반응시켰다.GAPDH를 위해서는 25주기를 반복하였다.
RT-PCR 반응 산물은 1.5% agarosegel에서 전기영동하고 ethidium bromide로 염색
하여 확인하였다.
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TTTaaabbbllleee111...PPPrrriiimmmeeerrrsssuuussseeedddfffooorrrssseeemmmiiiqqquuuaaannntttiiitttaaatttiiivvveeeRRRTTT---PPPCCCRRR

GGGeeennneee PPPrrriiimmmeeerrrsss SSSeeeqqquuueeennnccceee(((555'''---333'''))) SSSiiizzzeee(((bbbppp)))

β-catenin
Forward CACAGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTC

556
Reverse CTCAGCTTGGTTAGTGTGTCAGGCA

Sox4
Forward GTTCGAAGACGACCTGCTCGAC

228
Reverse CTTCAGTAGGTGAAAACCAGGTTGGAG

GAPDH
Forward CCAAGGTCATCCATGACAACTTTG

464
Reverse GTCATACCAGGAAATGAGCTTGACA

333...PPPlllaaasssmmmiiidddsss
C-말단에 FLAG가 붙은 정상과 돌연변이 (serine이 tyrosine으로 대체된 S33Y)

β-catenin의 발현 vector는 이전에 보고되었다 (35).GenBankTM 번호 NM_003107인
Sox4의 open reading frame(1425개의 nucleotide)는 사람 skeletalmusclecDNA
(CLONTECH)를 주형으로 하여 PCR방법에 의해 증폭시켰다.N-말단에 FLAG가 붙
은 전체 길이나 (아미노산 1-474),C-말단이 제거되거나 (아미노산 1-159),N-말단이
제거된 (아미노산 131-474)Sox4단백질은 pCDNA3.1-FLAG vector의 5’HindIII와
3’EcoRI부위에 cloning함으로서 얻었다.모든 cloning된 vector는 DNA 염기서열 방
법에 의하여 확인하였다. 리포터 vector인 pTOPFLASH는 TCF 결합부위
(CCTTTGATC)를 3개 가지고 있으며 pFOPFLASH는 돌연변이된 TCF 결합부위
(CCTTTGGCC)를 3개 가지고 있다 (36).PlasmidpCH110(PharmaciaBiosciences)는

유전자의 발현을 확인하기 위해 사용하였다.

444...IIImmmmmmuuunnnoooppprrreeeccciiipppiiitttaaatttiiiooonnn과과과 IIImmmmmmuuunnnooobbblllooottttttiiinnnggg
Immunoprecipitation을 위해 vector를 HEK 293 세포에 FuGENE 6 (Roche

MolecularBiochemical)를 이용하여 transfection시켰다.Transfection30시간 후 세포
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를 PBS로 두 번 세척하고 1% NonidetP-40,0.5% sodium deoxycholate,1mM
PMSF,1㎍/mlaprotinin과 1mM sodium orthovanadate가 포함된 RIPA buffer로 세
포를 용해하였다.세포 용해물은 30분동안 4℃에서 incubation하고 10,000×g에서 10분
간 원심분리 하였다.상청액에 proteinG-Sepharose가하여 1시간 동안 incubation한
후 anti-β-catenin항체 (BD Biosciense)를 가하여 3시간 동안 더 incubation하였다.
이 후 resin은 0.05% SDS가 포함된 RIPA buffer로 네 번 세척하고 SDS-PAGE
samplebuffer를 가하여 100℃에서 5분간 끓여주었다.Immunoblotting을 위해서는 단
백질을 SDS-poly acrylamidegel에서 전기영동하고 PVDF membrane으로 옮긴 후
anti-FLAGantibody(Sigma),anti-β-cateninantibody(BDBiosciense),anti-ubiquitin
antibody (Santa Cruz Biotechnology), anti-lamin B antibody (Santa Cruz
Biotechnology)과 anti-actin antibody (Santa Cruz Biotechnology)를 이용하여
immunoblotting하였다.

555...LLLuuuccciiifffeeerrraaassseee리리리포포포터터터 유유유전전전자자자 분분분석석석
HEK 293세포를 6-wellplate에 well당 5×105씩 분주한다.세포는 overnight배

양 후 FuGENE6(RocheMolecularBiochemical)를 이용하여 transfection시켰다.정
상과 돌연변이 β-catenin에 의해 유도되는 TCF활성에 대한 Sox4의 효과를 평가하기
위하여 세포를 pTOPFLASH 또는 pFOPFLASH 0.3㎍,정상 또는 S33Y 돌연변이 β

-catenin 발현 vector,pCDNA3.1-FLAG-Sox4 각 1 ㎍ 과 pCH110 0.2 ㎍으로
transfection 시킨다.각 well에 transfection 시킨 DNA의 총 양은 필요시 empty
vector를 첨가함으로써 일정하게 유지시켰다.Transfection30시간 후 세포를 PBS로 2
번 세척하고 Reporter Lysis Buffer (Promega)로 용해하였다.Luciferase 활성은
LuciferaseActivityAssayKit(RocheMolecularBiochemical)를 이용하여 측정하였
다.모든 실험은 3번씩 수행하여 mean±S.D.의 수치를 구하였다.Transfection의 효율
을 확인하기 위하여 β-galactosidase의 활성을 측정하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

111...SSSoooxxx444에에에 의의의한한한 정정정상상상 ββββ---cccaaattteeennniiinnn의의의 저저저해해해
최근 Sox단백질 중에서 Sox4가 사람에서 나타나는 여러 가지 종류의 종양 형성

에 밀접한 관계가 있다는 증거들이 보고되고 있다 (23-29).또한 본 연구자들은 정상
구강세포와 구강암 세포에서 Sox4와 β-catenin의 발현 정도를 RT-PCR 방법으로 확
인해본 결과 이들 두 단백질의 발현에 역상관관계가 있다는 사실을 확인하였다 (Fig.
1).

Sox4와 β-catenin간에 상호조절작용이 가능한가를 조사하기 위하여 HEK 293
세포에 FLAG-taggedSox4와 정상 β-catenin을 발현시키는 vector를 transfection시
켰다.Transfection 30시간 후 세포를 용해한 후 anti-β-catenin과 anti-FLAG
antibody를 사용하여 Westernblot을 수행한 결과 흥미롭게도 일정한 양의 정상 β

-catenin발현 vector를 증가된 양의 Sox4발현 vector와 함께 transfection시키면 β

-catenin발현이 감소됨을 확인하였다 (Fig.2A).그러나,세포에 Sox4와 함께 돌연변
이 β-catenin(S33Y)의 발현 vector를 transfection시키면 Sox4는 돌연변이 β-catenin
(S33Y)의 발현에 영향을 미치지 않았다 (Fig.2B).이러한 결과는 Sox4가 정상 β

-catenin의 발현은 저하시킬 수 있지만 GSK3β에 의한 인산화 부위가 돌연변이 되어
있는 β-catenin의 발현에는 영향을 미치지 못한다는 사실을 제시해 준다.

222...SSSoooxxx444에에에 의의의한한한 ββββ---cccaaattteeennniiinnn///TTTCCCFFF전전전사사사활활활성성성의의의 저저저해해해
Sox4가 β-catenin의 신호 활성에도 영향을 미치는지 조사하기 위하여

pTOPFLASH luciferasereportervector를 이용하여 TCF의 전사활성을 조사하였다.
pTOPFLASH는 세 개의 TCF 결합 부위를 가지고 있고 Wntsignaltransduction의
활성화에 의해 강하게 전사가 유도 된다 (36).Fig.3에서 보이는 바와 같이 정상 β

-catenin을 HEK 293세포에 transfection시키면 pTOPFLASH vector의 전사가 활성화
된다.Sox4발현 vector의 transfection은 pTOPFLASH의 전사에 영향을 미치지 않았
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다.하지만 Sox4와 함께 정상 β-catenin을 transfection시키면 Sox4가 정상 β-catenin
의 전사활성을 저해하여 pTOPFLASH vector의 전사활성이 억제된다 (Fig.3).세포
에 돌연변이 β-catenin(S33Y)을 transfection시킬 경우에는 Sox4에 의한 전사억제
효과가 나타나지 않았다.

333...ββββ---cccaaattteeennniiinnn활활활성성성의의의 억억억제제제에에에서서서 SSSoooxxx444NNN---말말말단단단 부부부위위위의의의 역역역할할할
Sox4단백질은 다음의 3가지 domain으로 이루어져 있다 (Fig.4A).:N-말단

HMG-boxdomain(아미노산 58-128),GRR (glycinerichregion)domain(아미노산
152-227),SRR(serine-richregion)domain(아미노산 333-397)
Sox4가 β-catenin의 발현과 신호활성을 억제하는 기전을 이해하기 위하여 Sox4의 일
부가 결여된 돌연변이를 이용하여 pTOPFLASH 리포터 vector의 β-catenin 활성을
억제하는 부위를 조사하였다.Fig.4B는 Sox4의 일부를 결여시킨 돌연변이 단백질들의
세포내 발현 정도를 보여준다.

정상 β-catenin과 함께 전체 길이의 Sox4발현 vector를 함께 transfection시키
면 β-catenin에 의해 증가된 pTOPFLASH의 활성이 억제된다.유사하게,Sox4와
GRR domain과 SRR domain이 함께 결여되어 있는 Sox4(1-159)나 SRR domain만
이 결여되어 있는 Sox4(1-261)는 β-catenin의 활성을 억제하였다.하지만 HMG-box
domain부위가 결여되어 있는 Sox4(131-474)는 β-catenin에 의한 pTOPFLASH 리포
터의 활성을 더 이상 억제하지 못하였다.이러한 결과는 Sox4의 HMG-boxdomain부
위를 포함하는 N-말단 부위가 β-catenin의 발현과 전사활성을 조절하는데 중요한 역
할을 한다는 사실을 보여준다.

다음 단계로 Sox4에 의한 β-catenin의 저해작용이 Sox4와 β-catenin의 상호결합
을 통해 유도되는지를 조사하였다.Immunoprecipitation을 위해 HEK 293 세포에
FLAG-taggedSox4와 Myc-tagged β-catenin발현 vector를 함께 transfection시켰
다. 세포용해 후 anti-β-catenin antibody를 이용하여 immunoprecipitation하고
anti-FLAGantibody를 이용하여 Westernblotting함으로서 β-catenin과 Sox4가 서로
결합하는가를 조사하였는데 이 두 단백질간의 상호 결합은 발견할 수 없었다.
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444...SSSoooxxx444에에에 의의의한한한 ββββ---cccaaattteeennniiinnn의의의 저저저해해해에에에서서서 GGGSSSKKK333ββββ와와와 ppprrrooottteeeaaasssooommmeeesssyyysssttteeemmm의의의 역역역할할할
GSK3β에 의해 인산화된 β-catenin은 E3ubiquitinligasesystem의 구성성분인

β-TrCP에 의해 인식되어 proteasome으로 보내진다 (5,6).본 연구에서는 Sox4가
S33Y 돌연변이 β-catenin에는 영향을 미치지 않고 정상 β-catenin의 발현만을 감소시
킴을 보였는데 이러한 Sox4의 효과는 β-catenin의 발현 저해가 GSK3β에 의한 인산
화와 β-TrCP에 의한 ubiquitination에 의해 매개된다는 사실을 제시해 준다.Sox4에
의한 β-catenin의 저해가 ubiquitination에 의해 유도되는가를 확인하기 위하여 정상 β

-catenin과 Sox4를 발현시키는 vector를 transfection 시킨 HEK 293 세포에
proteasome억제제인 ALLN을 처리하였다.Fig.5A에서 보이는 바와 같이 정상 β

-catenin에 대한 Sox4의 분해 효과는 proteasomesystem의 억제제인 ALLN을 처리하
면 완전히 억제되었다.이러한 결과를 확인하기 위하여 이번에는 HEK 293세포에
Fig.5B에서 보이는 바와 같이 정상 β-catenin발현 vector를 단독,또는 Sox4발현
vector와 함께 transfection시키고 ALLN으로 처리하였다.β-catenin의 ubiquitination
을 조사하기 위하여 세포를 용해시킨 후 anti-β-catenin antibody를 이용하여
immunoprecipitation시키고 anti-ubiquitinantibody로 Westernbloting을 수행한 결과
Fig.5B에서 보이는 바와 같이 Sox4와 함께 발현될 때 ALLN 처리에 의하여
ubiquitination된 β-catenin을 확인할 수 있었다.

다음으로 Sox4에 의한 정상 β-catenin의 감소가 GSK3β의 활성을 필요로 하는
가를 조사하였다.Fig.5C에서 보이는 바와 같이 HEK 293세포에 정상 β-catenin발
현 vector를 단독,또는 Sox4발현 vector와 함께 transfection시킨 후 GSK3β의 활성
을 억제하는 LiCl를 처리하였다.실험 결과,LiCl을 처리하였을 경우 더 이상 Sox4가
정상 β-catenin의 억제를 유도하지 못하여 Sox4의 정상적인 기능을 위해서는 GSK3β
의 활성이 필요하다는 사실을 확인하였다.이러한 결과는 Sox4가 proteasomesystem
을 통하여 정상 β-catenin의 분해를 유도하기 때문에 종양에서 나타나는 S33Y 같은
돌연변이 β-catenin은 Sox4에 의해 영향을 받지 않는다는 사실을 제시해 준다.

본 연구에서는 Sox4가 정상 β-catenin의 세포내 양과 전사 활성을 감소시킨다는
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사실을 처음으로 보였다.이러한 효과는 GSK3β나 proteasome system과 같이 β

-catenin의 분해를 조절하는 물질의 활성을 저해함으로써 제거할 수 있었다.따라서
Sox4는 proteasomesystem을 통하여 β-catenin의 분해 과정을 촉진하는 것으로 보인
다.Sox4는 정상 β-catenin의 분해는 유도할 수 있지만 APC-GSK3β-Axin복합체에
의한 분해에 저항성이 있는 돌연변이 β-catenin(예,S33Y)에는 영향을 미치지 못했
다.앞으로 Sox4에 의한 β-catenin조절의 정확한 분자 기전이 밝혀져야 할것이다.본
연구에서는 Sox4가 세포내 β-catenin의 level을 감소시키는 역할을 하는데 있어 Sox4
와 β-catenin간의 상호작용,즉 단백질과 단백질간의 직접적인 상호결합을 확인할 수
없었다.Sox4는 특정한 염기서열에 대해 전사를 조절하는 전사조절 인자이다.Sox4에
의한 β-catenin의 감소가 Sox4의 전사활성이나 Sox4표적 유전자의 작용에 의해 유도
될 수도 있다.또한,Sox4가 β-catenin의 인산화나 ubiquitination을 유도하는 GSK3β
나 β-TrCP같은 단백질의 발현을 유도할 수 있는가를 조사하였으나 어떠한 발현 유
도도 확인되지 않았다.앞으로 Sox4의 표적 유전자에 대한 연구가 Sox4에 의한 β

-catenin의 분해 유도 기전을 이해하는 실마리를 제공할 것이라 기대된다.
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FFFiiiggg...111...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnn llleeevvveeelllooofff ββββ---cccaaattteeennniiinnn aaannnddd SSSoooxxx444iiinnn ooorrraaalllcccaaannnccceeerrrccceeellllllllliiinnneeesss...
RT-PCRwasperformedtoexaminetheexpressionlevelofβ-cateninandSox4in
oralnormalandcancercelllines.Lane1:normaloralepithelialcells,lane2:INOK
(immortalizednormaloralkeratinocyte),lane3:FaDu,lane4:Hep2,respectively.
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FFFiiiggg...222...SSSoooxxx444dddooowwwnnn---rrreeeggguuulllaaattteeesssttthhheeellleeevvveeelllsssooofffwwwiiilllddd---tttyyypppeee---cccaaattteeennniiinnn...HEK 293cells
were cotransfected with increasing amounts ofFLAG-tagged Sox4 expression
vectors(0,0.25,0.5,0.75,and1 μg,respectively)andaconstantamountofwild
typeβ-catenin(,0.5 μg)orS33Y mutant-catenin(,0.5 μg)expressionvector.
Thirtyhoursaftertransfection,thelevelsofSox4and β-cateninweredetermined
byWesternblotanalysisbyusinganti-FLAGandanti-β-cateninantibody.
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FFFiiiggg...333...SSSoooxxx444rrreeeppprrreeesssssseeesssWWWnnnttt///ββββ---cccaaattteeennniiinnnssstttiiimmmuuulllaaattteeedddtttrrraaannnssscccrrriiippptttiiiooonnn...HEK 293cells
werecotransfectedwiththepTOPFLASH orpFOPFLASH reportervector(0.3 μg)
andexpressionvectorsencodingwildtypeβ-catenin(0.5 μg)and/orSox4(0.5 μg)
as indicated.pTOPFLASH contains three TCF binding sites upstream of a
luciferase reporterand pFOPFLASH plasmid has mutated TCF binding motifs.
Thirty hoursaftertransfection,cellextractsweresubjectedtoluciferaseassay.
Luciferaseactivitieswerenormalizedfortransfection efficiency by cotransfection
with a β-galactosidase-expressing vector,pCH110(0.2 μg).Thedata represent
meanvaluesfrom triplicateexperiments.
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FFFiiiggg...444...TTThhheeeNNN---ttteeerrrmmmiiinnnaaalllrrreeegggiiiooonnn ooofffSSSoooxxx444iiissseeesssssseeennntttiiiaaalllfffooorrrrrreeeppprrreeessssssiiiooonnn ooofffWWWnnnttt
sssiiigggnnnaaallliiinnnggg... ,Schematic representations ofthe Sox4 deletion constructs.Sox4
containsHMG-box,glycine-rich region (GRR)and serine-rich region (SRR)as
indicated.Domainboundarieswereobtainedfrom SMART (37). ,HEK 293cells
were transfected with indicated FLAG-tagged Sox4 expression vectors.Thirty
hoursaftertransfection,totalcellextractswerepreparedandtheexpressionlevels
ofSox4constructsweremonitored by Western blotanalysisusing anti-FLAG
antibody. , HEK 293 cells were cotransfected with the pTOPFLASH or
pFOPFLASH reportervector(0.3 μg)andexpressionvectorsencodingwildtypeβ

-catenin(0.5 μg),fulllengthSox4(FL,0.5 μg)orSox4deletionconstructs(0.5g)
as indicated.Thirty hours after transfection,cellextracts were subjected to
luciferaseassay.Luciferaseactivitieswerenormalizedfortransfectionefficiencyby
cotransfectionwithaβ-galactosidase-expressingvector,pCH110(0.2 μg).Thedata
representmeanvaluesfrom triplicateexperiments.
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FFFiiiggg...555...BBBllloooccckkkiiinnnggg ooofffppprrrooottteeeaaasssooommmaaallldddeeegggrrraaadddaaatttiiiooonnn aaannndddGGGSSSKKK333aaaccctttiiivvviiitttyyy iiinnnhhhiiibbbiiitttttthhheee
eeeffffffeeecccttt ooofff SSSoooxxx444 ooonnn ββββ---cccaaattteeennniiinnn... ,HEK 293 cells were cotransfected with
increasingamountsofexpressionvectorsforFLAG-taggedSox4(0,0.25,0.5,0.75,
and1 μg,respectively)andaexpressionvectorforwildtypeofβ-catenin(0.5g).
Twentyfourhoursaftertransfection,cellsweretreatedwithALLN (12.5 μM)for
8h.ThecellswereharvestedandsubjectedtoWesternblotanalysisbyusing
anti-FLAGandanti-β-cateninantibody. ,HEK 293cellsweretransfectedwith β

-catenin expression vectoralone orcombined with Sox4 expression vectoras
indicated.Twentyfourhoursaftertransfection,halfofthecellsweretreatedwith
ALLN (12.5 μM) for 8 h. The cells were harvested and subjected to
immunoprecipitation by using anti-β-catenin antibody followed by Western blot
analysisbyusinganti-ubiquitinantibody(lowerpanel).Thelevelofproteinsinthe
cellsweremonitoredbyWesternblotanalysiswithanti-FLAG oranti-β-catenin
antibody (upperandmiddlepanels). ,HEK 293cellsweretransfectedwith β

-catenin expression vectoralone orcombined with Sox4 expression vectoras
indicated.Sixhoursaftertransfection,halfofthecellsweretreatedwithLiCl(30
mM)andincubatedfurther24h.Thecellswereharvestedanddeterminedthe
levelsofβ-cateninandSox4byWesternblotanalysis.
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IV.결결결 론론론

본 논문에서는 Sox4가 β-catenin의 분해를 유도한다는 사실을 보고하였다.정상
β-catenin에 대한 Sox4의 분해 유도 효과는 ubiquitin-proteasomesystem에 의해 조
절되며 활성화된 glycogensynthasekinase3β (GSK3β)를 필요로 한다는 사실을 증
명하였다..Proteasome이나 활성화된 GSK3β에 의한 분해에 저항성을 갖는 돌연변이
β-catenin(S33Y)은 Sox4에 의한 분해에도 저항성을 보였다.본 논문에서는 이상과
같은 결과들로부터 Sox4에 의해 정상 β-catenin의 분해가 조절되는 기전을 증명할 수
있었다.최근 대장암을 비롯하여 몇종의 종양에서 β-catenin의 조절 기전 이상과 함께
Sox4의 발현 증가가 보고되었다.따라서 본 연구에서의 결과들을 고려하여 보면 Sox4
는 정상세포에서 Wntsignaling을 조절하는 feedbackinhibitorypathway의 일환으로
서 기능을 수행한다고 사료된다.
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