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I 

 

초    록 

Wnt 신호 전달 과정은 세포 성장 및 분화 조절에 관여하며 이는 여러 

종에서 잘 보존되어 있다. 이 신호 전달 과정은 Wnt 리간드가 막 수용체 

단백질인 Frizzled (Fzd)와 결합함으로써 시작되며 상호작용하는 리간드-수용체 

조합에 따라 canonical 혹은 non-canonical 경로를 통해 세포 내 다양한 기작을 

조절하게 된다. Fzd 수용체는 G protein coupled receptor (GPCR) family에 속하는 

막 단백질로 사람의 경우 10가지 서로 다른 subtypes이 존재한다. 19가지의 

Wnt 리간드는 Fzd 수용체 아미노 말단의 Cysteine-rich domain (CRD)에 

특이적으로 결합하며, 수용체의 cytoplasmic loop 부분과 카르복시 말단을 통해 

하위 신호 전달 단백질과 상호작용한다고 알려져 있다. 최근, Fzd에 의한 신호 

전달 과정에서 이합체 형성의 중요성에 관한 보고가 있었다 (Clémence C. et al., 

2003, Ajamete K. et al., 2004).  

본 연구에서는 이를 토대로 이분자 형광 상보 기법 (BiFC)을 이용하여 

Fzd의 세포 내 이합체 형성 여부를 조사하였다. 즉, Fzd subtype에 따라 이합체 

형성에 차이가 있는지, 그리고 리간드 존재 하에서 이합체 형성이 달라지는지 

확인하였으며, 이 때, CRD가 이합체 형성에 관여하는지 관찰하였다. 그 결과, 

실험에 사용한 Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd7 중, Fzd3와 Fzd4만 동형 이합체를 

형성하였으며, 반면에 모든 조합들이 이형 이합체를 형성함을 관찰하였다. 이 

때, CRD가 제거된 Fzd4의 경우도 동형 이합체를 형성하는 것으로 보아, 이합체 

형성은 TM helix를 통해 이루어질 것이라 예상할 수 있다. Wnt3a와 norrin 

리간드 처리 시, Fzd3과 Fzd4의 이합체 형성에는 큰 변화가 관찰되지 않았으며, 



II 

 

세포 내 하위 신호 전달 단백질인 Dishevelled와의 결합은 증가하는 것이 

확인되었다. 본 연구 결과, Fzd의 이합체 형성은 subtype에 따라 다르다는 것을 

관찰하였으며, 추후 이 것의 생물학적 기능의 중요성에 대한 연구가 요구된다.  

주요어: Wnt, Frizzled, GPCR dimerization, BiFC 
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1.   

 

1.1  Wnt    

 

Wnt          ,  

        (Christof 

N., 2012).        ,    

       . Wingless/int1 

(Wnt)   proto-oncogene  Integration 1 (Int1)    (Roel N. 

and Harold E.V., 1982). ,  Int1    Wingless (Wg)  

,          

 (Roel N., 2005).  

Wnt            

    . Wnt    (paracrine)  

  (autocrine)     Frizzled  (Fzd)  

 Wnt     (Gunnar S., 2010; Karl W. and Roel 

N, 2012).    ɓ-catenin      

canonical    non-canonical , 2   ( 1) 

(Bryan T.M. et al., 2007; Mikhail V.S. et al., 2007; Gunnar S., 2010). Canonical 

 Fzd     low-density lipopolyprotein 5/6 

(LRP5/6)      ,    

 disheveled (Dvl)  Adenomatous polyposis coli (APC), Axin, GSK-3  

kinase   degradation   ɓ-catenin   
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    ɓ-catenin    . 

 ɓ-catenin  T-cell factor/lymphoid enhancing factor (Tcf/Lef)  

    ,         

   . , cyclin, eIF2B    Wnt 

     . , non-canonical   

    planar cell polarity (PCP)     

       Wnt-Ca2+    .  

      19  Wnt  10  Fzd  

   (Gordon, M.D. and Roel N., 2006; Kikuchi A. et al., 2007), 

 ñ -  ò  . , Wnt  

            

  (Jacomijn P.D. et al., 2014).        

  Wnt      .  

    Dvl  ,   4  subtype   

     -     

   (Renée V.A. et al., 2008; Bryan T.M. et al., 

2009; Bryan T.M. and Xi H., 2012). Non-canonical  canonical   

   ɓ-catenin       

         (Christof 

N., 2012).  Wnt        

     ,    90% 

 ɓ-catenin         

(Polakis P., 2012).     , ,   

    Wnt       
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 .  Wnt         

           .  

 

 

 

 

 1. Wnt    (Yeri L. et al., 2016) 
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1.2 Fzd    

Fzd  G    (G-protein coupled receptor, GPCR)  

GPCR family  Class F (Frizzled/Smoothened)  .    

   Cysteine rich domain (CRD)    ,  

       (Jen-Chih H. et al., 

1999; Eric J.R. et al., 2000; Chi-hwa W. and Roel N., 2002). , Fzd  

  KTxxxW  Dvl       

     (Gunnar S. and V²tŊzslav B. 2007). Fzd 

subtype           

      subtype      

     . Fzd  class A GPCR family  , 

3     (Transmembrane; TM)    DRY  

,  class A GPCR      , 

Fzd    class A GPCR        

(Gunnar S., 2010).  

Wnt  Fzd  CRD   Wnt    , 

CRD   Fzd       (Michael P. 

and Roel N., 2005; Kimberly A.M. et al., 2012).   CRD  Fzd   

         .   

Fzd      . ,  Wnt8   Fzd8-CRD 

   Wnt  Fzd        

    subtype  Fzd-CRD  Wnt    

 (Claudia Y.J. et al. .2012).  Fzd4 CRD  norrin    

  , norrin  Fzd subtype   Fzd4    

  (Jiyuan K. et al., 2013).  
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1.3 GPCR  

 

GPCR  7  -    (Transmembrane; TM)    

 ,        5     

(Bockaert J. and Jean-Philippe P., 1999; Ulrik G., 2000).    

  ,  ,      

 (Nicole S.S. et al., 2015).        

      G      

   .  GPCR     

      .  

  GPCR  G       

  .  GPCR       

 (Maggio R. et al., 1993; Monnot C. et al., 1996),     

     .  Class A    

, ɓ2-adrenergic  6  TM     

   ,       

(Herbert T.E. et al., 1996).    G   

   GPCR       

   . ,   subtype  D2 

 ,   D2      

   (Wang M. et al., 2010).  GPCR    

      . GPCR   G 

         

    (Graeme M., 2009). GPCR     
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   .  GPCR      

   ,        

     . , GPCR   

      ,  

  

 

1.4 Fzd     

 

Fzd  Wnt         

       .  

   GPCR          

  ,  Fzd      

       . ,    

 Fzd   Wnt       

(Clémence C. et al. 2003).  ,  Fzd3 (Xfzd3)   

  Wnt     siamois    

. ,      Fzd7 (Xfzd7)  

    , siamois    

  .  , Fzd     

    . , CRD   XFzd7   

  Wnt      ,  

CRD           

 .  XFzd3   CRD    ,  

  Fzd subtype      (Clémence 
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C. et al. 2003). Fzd4  norrin, LRP5/6  Wnt      

      Fzd4     

         (Ajamete K. 

et al.,2004; Jiyuan K. et al.,2013; Johane R. et al.,2002). ,   

     . 

 

1.5    (Bimolecular fluorescence complementation 

assay, BiFC) 

-      yeast two-hybrid (YTH) 

, co-immunoprecipitation (co-IP), fluorescence resonance energy transfer 

(FRET), tandem affinity purification (TAP)     (Kristi E. M. et 

al., 2015).  ,     (BiFC)      

       (  2).   

         

   .        

  BiFC   . Venus  Yellow fluorescent protein 

(YFP)     (Takeharu N. et al., 2002).  -  

  VN  VC    .      

,          

        . 

    ,    .   

        

       óself-

assemblyô  .  BiFC     ,   

     (Tom. K. K., 2006).  



 9 

 

 

, 

 2.    (BiFC)  .  Frizzled  C  YFP 

 VENUS  (VN173, VC155)        

.      VN173, VC155    

VENUS       (Tom K.K., 2006). 
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2.   

 

Fzd       Fzd   

           

.  

     . (Ȭ) Fzd subtypes    

       Wnt   

 Fzd      . (ȭ)  

 , Fzd          

 . (Ȯ) Fzd  Wnt       

    .     

LRP6    Wnt   effector  Dvl2   

      .  

 Fzd       ,  

  Fzd        

 Fzd        . 
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ȩ.    



 12 

 

1.      

 

    Frizzled   homo sapiens .  

       pEGFP-N1  

. BiFC       pBiFC-

VN173, pBiFC-VC155  . Human LRP6  mouse Dvl2  pmCherry-

N1      .   cDNA  Q5®  

high-fidelity DNA polymerase (NEB)   .  cDNA  

 T4 ligase(Invitrogen), Instant sticky-end ligase Master Mix (NEB)  

Gibson assembly®  Master Mix (NEB)  .   

Escherichia coli Top10    .  

       pEGFP-N1, pBiFC-VN173, 

pBiFC-VC155, pBiFC-bJun-VN173, pBiFC-bFos-VC155, pBiFC-M2-VN173, pBiFC-

M2-VC155      , pmCherry-N1  

   . 

   PCR     DNA   

 ligation  ,  DNA sequencing   . 

  NucleoBond®  Xtra Midi     . 
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2.   

 HEK293T, L1, L-Wnt3a    1x DMEM (GibcoÊ)   

  10% FBS, 100U/ml Penicillin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

100ug/ml streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)    

 37ɒ, 5% COȼ  2      . Conditioned 

Media (CM)  HEK293T, L1, L-Wnt3a  2~4    

2000rpm 1     , 0.2ɛm   . 

 

3.     

 

DNA   

96-well black clear-bottom plate (Life Technologies)  HEK293T 

2x106cells/well    Lipofectamine®3000 Reagent (Thermo 

Fisher Scientific)       pBiFC-VN173, pBiFC-

VC155    .  DNA     

Opti-MEM®   DNA  .  

 

  (Post-transfection) 

   8  Free 1x DMEM, L1 conditioned media, L-Wnt3a 

conditioned media, HEK283T conditioned media  sumo  N  

 SUMO-Norrin media  .  conditioned media  

Luciferase assay   . 
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In cell analyzer®2000(GE healthcare) 

    18    In cell analyzer®2000 (GE healthcare)  

   .   EGFP, brightfield  

DAPI . EGFP  EGFP  VENUS  (BiFC )     

. DAPI  hoest 33342        . 

  100   12     well    

 .   In cell analyzer developer®    

   .    6   ,   Excel 

(Microsoft)    .   
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1. Frizzled   

 

Fzd  10          

Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd7     (Ajamete K. et al, 2004). 

Fzd          

 . pEGFP-N1   GFP  N    

  Lipofectamine®3000   . Fzd2, Fzd3, 

Fzd4, Fzd7  HEK293T        

.  3  Fzd   EGFP    .  
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 3. Frizzled  .  Fzd  EGFP   . Lipofectamine® 

3000   HEK293T     18   , Confocal microscopy  

 400  .       ( ). Fzd2-

EGFP (A), Fzd3-EGFP (B), Fzd4-EGFP (C), Fzd7-EGFP (D). 
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2. Frizzled    

 

Fzd      BiFC    

18   In cell analyzer®2000     , In cell analyzer 

developer®            

    .  

 

2.1    

 

BiFC     Fzd    .   

bFos  bJun   , M2 (  2)    

. Fzd3, Fzd4  EGFP    .  Fzd2, 

Fzd7  BiFC      (  4A).    

        (  4B). Fzd3, 

Fzd4            (  

4B).  Fzd2  Fzd7         

(  4A),           

 (  4B).    Fzd3  Fzd4  HEK293T   

  , Fzd2  Fzd7       .  
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 4. Frizzled    . Fzd2, Fzd3, Fzd4, Fzd7  BiFC  

   (A).  bFos-bJun, M2-M2   BiFC   

   (B).  
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2.2    

 

  Fzd  BiFC     . 

4  Fzd          

.  Fzd2  Fzd7       

Fzd3  Fzd4        Fzd  

BiFC  .       , bFos-

bJun   , M2    .    , 

    BiFC     (  5A). , 

  BiFC    Fzd2  Fzd7   Fzd  

    (  5A).    , 

 VENUS  (VN173  VC155)  Fzd   

         BiFC  

   (  5B).  
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 5. Frizzled    .  
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3. Frizzled       

 

Fzd   Wnt        

 (Clémence C. et al. 2003; Ajamete K. et al., 2004; Jiyuan K. et al., 2013; 

Johane R. et al., 2002).      Wnt  

     BiFC      

.  Fzd3  canonical pathway  Wnt3a  Fzd4  

 norrin   Wnt      . 

 BiFC    , 8     

 18     .   conditioned media (CM)  

luciferase assay     (   ).   

  Wnt3a     1x DMEM (GibcoÊ), L   

 norrin     1x DMEM (GibcoÊ), HEK293T  

  . Fzd3    Fzd4   

 Wnt3a         (  6A). 

Fzd4       Fzd3    

norrin       (  6B).    Fzd3  Fzd4 

canonical           

. ,       Fzd   

   ,       

        .    

      .  
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 6.         .                                   

Wnt3a CM (A), Norrin (B) 
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4. Frizzled  LRP6    

Wnt canonical   , ɓ-catenin      

   ,     LRP5/6  

 (Bryan T.M. et al., 2007).    Wnt-Fzd-LRP5/6 

 ,   Dvl      . , 

Wnt-Fzd-LRP5/6         

(Gunnar S., 2015).  Fzd3  Fzd4      

       , LRP5/6   

    Fzd  LRP6     . 

  pBiFC-Fzdn-VN173 (n=3  4)  pBiFC-LRP6-VC155 

        .  

   VN173, VC173    LRP6  Fzd    

    .     Wnt3a  

   1x DMEM (GibcoÊ), L    norrin  

   1x DMEM (GibcoÊ), HEK293T    

.  ,      M2  

LRP6  . Wnt3a   , Fzd3  LRP6    

     (  7A , 7B).  Fzd4  LRP6  

       (  7A , 7B). Norrin  

, Fzd4  LRP6         

 (  7C), Fzd3  LRP6       (  7C). 

 Wnt3a  Fzd3  Fzd4   , norrin  Fzd4     

         

  .    Fzd3   Fzd4  LRP6    

  ,        
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   . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7.     Frizzled  LRP6    
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5. Frizzled  Dvl    

 

       Fzd  LRP6    

BiFC        .  ,   

Fzd    LRP6      Wnt  

      Dvl     

 .     pBiFC-Fzdn-VN173 (n=3  4), 

pBiFC-mDvl2-VC155     . ,  

  Fzd3  Fzd4  Dvl2       

 (  8A).    ,     

    . Wnt3a  , Fzd3    

       (  8B). Fzd4    

        (  8B). Norrin  

  Fzd4      (  8C), 

Fzd3           (  

8C).    Fzd  Dvl       

         . 
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 8.  Frizzled  Dvl2  . 
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6. Frizzled Cysteine-rich domain      

 

 Fzd       Lrp6, Dvl2  

   .  Fzd  CRD    

 ,  Fzd8  CRD (mFzd8-CRD)   Wnt8  Fzd4-

CRD  Norrin   X-ray    (Claudia Y.J. 

et al., 2008; Jiyuan K. et al., 2013; Tao-Hsin C. et al., 2015). Wnt   

          

CRD    . 2003   Fzd3    

CRD           

(Clémence C. et al., 2003).     Fzd4-CRD   

Fzd   (Fzd4-ȹCRD)       

.    ,  Fzd4-ȹCRD    

  EGFP    (  9A).    , 

BiFC   Fzd4-ȹCRD  Fzd4    

 . ,    Wnt3a  norrin   

.  9B  9C   Fzd4-ȹCRD  Fzd4   

      . ,  

CRD   Fzd4      2003   

Fzd3         .  Fzd 

subtype     , CRD    class A GPCR   

        

 TM     .  CRD   SMO 

 (Class F GPCR)       (Chong W. et 

al., 2013) 
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 9. Cysteine-rich domain   Frizzled 4   .          

Fzd4-�ûCRD: Cysteine-rich domain   Fzd4, Fzd4:  Fzd4 


