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고온성 Archaea의 Genetic Tools 

올해봄학회기간에“Archaea의명명법정립을위한설

문조사 및 공청회”가 열린 바 있다. 과거 진정세균

(eubacteria)과 대비되는 개념으로 고세균(archaebacteria)

로불리던 Archaea의이름을새로붙이기위해서 다(이하

Archaea를 고균으로 표기). 고균은 한 때 세균의 일종으로

분류되었으나 1990년 Carl Woese가 생물을 Bacteria,

Archaea, Eycarya의세가지 domain으로분류하면서, 세균

과도 다르고 진핵생물과도 다른 독립적인 생물군으로 자리

매김하기시작했다. 특히 DNA 복제, 전사, 단백질합성등

central dogma와관련된효소들이진핵생물과더유사하며

세균에는없는히스톤단백질이존재하는등고균이계통분

류학적으로 세균보다는 진핵생물과 더욱 가깝다는 사실이

알려지면서진화적관심이집중되는생물이기도하다. 

특히고균이미생물학자들의관심을끌기시작한것은고

온, 고염, 알칼리나산성과같은극한환경에서고균들이계

속분리되면서부터이고그래서고균과극한미생물을동일시

하는 오해도 발생하고 있다. 계통분류학적으로 고균은

Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota,

Nanoarchaeota, Thaumarchaeota의 5개 문(phylum)으로

분류되지만 그 생육특성에 따라 분류할 때는 고온성

(thermophilic), 호 염 성 (halophilic), 메 탄 생 성

(metanogenic)으로 분류하기도 한다. 현재까지 가장 많은

균주가 발견된 phylum은 Euryarchaeota이며 대부분의 호

염성고균과메탄생성고균들이여기에속한다. 하지만가장

많은연구가진행되었고주목을받는분야는고온성고균인

데그중에서도 80도이상의온도에서최적으로생장하는고

균을초고온성(hyperthermophilic) 고균이라고부른다. 

초고온성 미생물에는 고균 뿐만 아니라 Thermotoga나

Aquifex와 같은 일부 초고온성 세균도 존재한다. 현재까지

몇몇 Thermotoga 속세균에서플라스미드가분리되어대장

균과의 shuttle vector 등이개발된바있으나(7) 아직넘어

야할기술적한계가많은상황이다. 반면최근 3-4년동안

고온성 고균의 유전공학적 기법(genetic tool)들은 연이어

개발되고있으며점점다양한연구에이러한기술들이사용

되고 있다. 현재까지 gene disruption이나 단백질의

homologous/ heterologous expression이가능한수준까지

genetic tool이 개발된 초고온성 고균은 Sulfolobales

(Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus islandicus,

Sulfolobus solfataricus)와 Thermococcales

(Thermococcus kodakarensis, Thermococcus onnurineus,

Pyrococcus furiosus)에속하는고온성고균들이다. 

1. Sulfolobales의 genetic tools
Sulfolobus는생육최적온도가 80도내외로고온균과초

고온균의 경계에 위치하며 대부분의 초고온성 고균이 혐기

성인데반해호기성인것이가장독특한특징이다. 또한 pH

2-3 정도의 산성에서 잘 자라는 호산균(acidophile)이며

crenarchaeota 가운데유일하게 genetic tool이개발된생물

체이다. 아울러초고온성고균가운데가장먼저유전공학적

기법이개발된균주도 Sulfolobus 속고균인데 1990년대초

반부터 Sulfolobus로부터바이러스, 플라스미드, transposon

등이발견되어이를이용한 shuttle vector의제조와형질전
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환법이 개발되기 시작하여 현재는 대부분 전기충격법

(electroporation)을 통해 형질전환을 수행하고 있다. 가장

먼저 개발된 호스트는 -galacosidase (lacS)가 결실된 S.

solfataricus로서 intact lacS를 포함한 genetic element를

형질전환시켜 유당이 포함된 최소배지에서 자라는

transformants를 고르거나 X-gal을 이용해서 white/blue

selection하는 방법이었다. 그 이후 열에 안정한 대장균의

hygromycin phosphotransferase (hph) 변이유전자를이용

하여 transformants를 선별하는 방법이 개발되었고 피리미

딘 생합성 경로에 관여하는 pyrF (orotidine 5-phosphate

decarboxylase) 결실균주를이용하여 uracyl auxotroph로

서의성질과 5-fluoroorotic acid (5-FOA) 저항성을동시에

이용하는선별법도개발되었다. (1) 

현재까지 Sulfolobus 속 균주 가운데 특정 유전자의

deletion이나단백질발현에성공적으로사용된호스트균주

는 S. acidocaldarius, S. islandicus, S. solfataricus의 세

종인데그중에서초창기부터가장많이사용하고있는균주

는 S. solfataricus PBL2025이다. S. solfataricus PBL2025

균주는 natural lacS 음성변이체(negative mutant)로서인

위적으로 lacS를 제거한 변이체의 단점인 revertancy를 보

이지않는다는장점이있다. 하지만고체배지에도말하기전

에 1-2주정도액체배양을해야하기때문에시간이오래걸

리는단점이있고야생형보다세포의크기가큰형태학적차

이점도 있다. 현재까지 S. solfataricus PBL2025를 호스트

로 사용한 여러 셔틀 벡터들(pEXSs, pKMSD48, pMSS,

pJlacS, pMJ0503)이개발되었으며이중 pMJ0503 바이러

스 벡터에 araS inducible promoter를 사용하여 단백질의

유도적과발현(overexpression)에성공하 다. 
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Sulfolobales Thermococcales 

Phylum Crenarchaeota Euryarchaeota

Organisms

Sulfolobus acidocaldarius

Thermococcus kodakarensis

Sulfolobus islandicus

Thermococcus onnurineus

Sulfolobus solfataricus

Pyrococcus furiosus COM1

Growth conditions Thermoacidophiles Hyperthermophiles

Transformation method Electroporation Natural competence

Antibiotics Hygromycin, simvastatin Simvastatin

Prototrophic marker
lacS ( -galactosidase)

pyrF (orotidine 5-phosphate decarboxylase)

pdaD (argD, arginine decarboxylase)

pyrF (orotidine 5-phosphate decarboxylase)

trpE (anthranilate synthase αsubunit)

trpAB (tryptophan synthetase)

hisD (histidinol dehydrogenase)

pdaD (arginine decarboxylase)

Alcohol resistance marker adh adh

CFU/μg DNA 103 - 106 102 - 105

Inducible promoters araS, malE cipA

표 1. Sulfolobales과 Thermococcales의특징과genetic tools
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S. solfataricus보다는 상대적으로 나중에 사용되기 시작

한 S. acidocaldarius과 S. islandicus 균주는유전공학적호

스트로사용하는데한가지단점이있는데제한효소가없는

S. solfataricus와달리 SuiI에의한 restriction barrier가있

다는 점이다. 하지만 S. acidocaldarius과 S. islandicus 균

주에서는 pyrEF에결실에의한 uracyl auxotroph로서의성

질은 물론 5-fluoroorotic acid (5-FOA)를 이용한 역선별

(counterselection)이 가능한 것이 특징이다. (9) S.

acidocaldarius에서는 arabinose transporter 시스템이없기

때문에 araS 프로모터를이용한유도발현이불가능한것이

단점이었는데, 최근염색체에삽입되지않는독립적인플라

스미드에 maltose에의해유도되는 malE promoter를이용

한발현시스템이개발되었다. (3) 또한 S. islandicus에서는

simvastatin을이용한선별법이 2010년에확립되었고가장

최근에는 ΔargD (arginine decarboxylase) 변이체의

agmatine 양요구성(auxotrophy)을 이용하여 최소배지가

아니라 tryptone이나 yeast extract가 포함된 복합배지에서

도 selection이가능한시스템이개발되었다. (17) 

2. Thermococclaes의 genetic tools
Thermococcales는 황을 환원하는 초고온성 종속 양생

물이며 고균의 phylum 중에 Euarchaeota에 속한다.

Thermococcales에 속하는 genus에는 Thermococcus,

Pyrococcus, Palaeococcus가 있는데 이중 Thermococcus

와 Pyrococcus는 게놈 프로젝트 초창기에 whole genome

서열이보고되어유전학부터기능유전체학과비교유전체학

에이르기까지가장많은연구가이루어진초고온성고균이

다. 현재 Thermococcales의 genetic tool이 가장 활발하게

이용되는 이유는 Sulfolobales의 경우와는 달리 natural

competency를 이용한다는 점이다. 이는 빠르고 쉽고 효율

적으로 형질전환이 가능하다는 점에서 매우 큰장점이라고

할수있다. 또한제한효소가없어서세포내로도입된외래

DNA가분해되는 restriction barrier가없다는것도또다른

장점이다. 

유전공학적 기법 개발의 초창기인 1996년 Pyrococcus

abyssi에서 pGT5 플라스미드가 발견되어 이를 이용한

genetic tool의 개발이 수년간 시도되었다. 이를 통해 PEG

를이용한형질전환법과 pYDS2 셔틀벡터가개발되는등약

간의진전이있었으나가장중요한 gene disruption이나단

백질발현까지는성공하지는못했다. (12) Thermococcales

가운데 가장 먼저 genetic tool이 완성된 균주는

Thermococcus kodakarensis 인데 2003년 homologous

recombination에의한 trpE disruption 방법을개발하여트

립토판 양요구주(auxotroph)를 만드는데 성공하 다.

(14) 처음이방법이개발될당시에는염화칼슘을사용한형

질전환 방법을 사용하 으나 후속 연구에 의해 염화칼슘은

competency에 향을주지않는것으로밝혀졌고균주자

체의 natural competency가있는것으로확인되어더쉽게

형질전환이가능해졌다. (15) 그리고 2007년 3-hydroxy-3-

methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase 저해

제인 simvastatin을이용한선별법이개발되어더효과적인

gene deletion과 발현이 가능해졌다. (13) 이 방법은

Thermococcus kodakarensis의 glutamate dehydrogenase

(gdh) promoter에 HMG-CoA reductase 유전자를 연결하

여 target gene에 삽입하는 방식인데, 정상적으로 HMG-

CoA reductase 유전자가목적유전자자리에삽입되어발현

되면 simvastatin이 10-20mM 함유된 배지에서 균주의 생

육이가능해지므로쉽게 transformants를선별할수있게되

는 원리이다. 또한 gluconeogenic 조건에서 과발현

fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) 유전자 프로모터를

사용하여유전자발현을조절할수있는방법도개발되었다. 

Thermococcus kodakarensis의 simvastatin/HMG-CoA

reductase 과발현시스템을이용하여국내연구진에의해발

견된 Thermococcus onnurineus NA1 균주에서도 genetic

manipulation이가능하게되었다. T. onnurineus NA1은전

체 genome에 8개의 hydrogenase gene cluster를갖고있는

데최근 carbon monoxide dehydrogenase (CODH) 유전자

클러스터 중 전사조절 단백질(TON_1016)의 유전자를
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disruption한 MC01 변이주를제조한결과 wild type 균주

보다수소생산능력이 3.8배가증가됨을확인하 다. (8) 

가장 대표적인 초고온균의 모델 생물이었던 Pyrococcus

furiosus에서도 genetic tool을개발하려는시도가끊임없이

계속되었으나다른고온성고균에비해별다른성과를거두

지는 못하 다. 2010년 P. abyssi의 플라스미드로부터

shuttle vector인 pYS4를 construction한 후 ,

simvastatin/HMG-CoA reductase 과발현시스템을이용하

여 C-말단에 6개의 His-tag가 연결된 재조합 RNA

polymerase subunit D (RpoD)를 P. furiosus에서 발현하

고 정제하는데 성공한 것이 거의 유일한 보고 다. 그러나

이 방법은 copy number가 매우 낮고 natural competency

가없으며 gene disruption에사용할수없는단점이있었다.

(16)

하지만 2011년Pyrococcus furiosus COM1 균주가발견

되면서초고온성고균의유전학은새로운전기를맞게되었

다. P. furiosus COM1 균주는 야생형인 P. furiosus DSM

3638 균주를 이용하여 pyrF deletion mutants를 만들려던

와중에우연히발견한변이주이다. (11) COM1 균주의가장

큰특징은매우높은 natural competency를갖고있어서형

질전환을위한물리적또는화학적처리가필요없다는것이

다. 또한도입하려는DNA가 circular/linear form이든상관

없이외래 DNA를받아들이고 homologous recombination

이매우잘일어나는특징이있다. 최근 P. furiosus COM1

의 genome 서열이 보고되었는데 모균주인 P. furiosus

DSM 3638이 35개의 insertion sequences (ISs)를갖고있

는데비해 COM1 균주는 45개의 IS들을갖고있어서 13개

유전자가 deletion되었거나삽입비활성화되어있었으며그

외의매우많은부위에서 rearrangements, deletions, single

base change가있는것으로확인되었다. (4)

Pyrococcus furiosus COM1 균 주 를 이 용 한

homologous/heterologous 단백질발현이최근연이어보고

되고 있는데 P. furiosus의 cytoplasmic NADP(H)-

dependent [NiFe]-Hydrogenase SHI를 과발현하여 wild

type 균주보다 10배의활성증가가일어남을확인하 으며

(5) 목질을 분해하는 고온성 세균인 Caldicellulosiruptor

bescii의 lactate dehydrogenase (ldh)를 cold-shock 유도

단백질인 sipA promoter를 이용하여 발현하는데도 성공하

다. (2) 가장 최근에는 bacterial artificial chromosome

(BAC) vector에 membrane-bound hydrogenase1 (mbh1)

프로모터와 T. onnurineus의 18개의 유전자(TON_1563-

1580)로 이루어진 formate hydrogen lyase (FHL)

complex를재조합한 25.8kb에이르는 DNA를 P. furiosus

COM1 균주의 염색체에 성공적으로 삽입하여 개미산

(formate)으로부터 수소가 생산됨을 확인하는데 성공하는

등그응용범위가점차로넓어지고있다. (10)

이상과같은고온성고균의 genetic tool이본격적으로개

발되어연구에응용되기시작한것은최근 3-4년의일이다.

현재고온성고균연구가운데가장큰관심을받고있는분

야는 바이오연료 분야로 새로운 유전자를 도입하여 바이오

에탄올이나 바이오수소를 생산하기 위한 유전공학적 균주

개발이매우빠르게이루어지고있다. 또한지금까지잘알

려지지않았던고온성고균의생화학또는생리학적연구에

도 점점 더 많이 활용될 것으로 기대된다. 현재 국내에서

Sulfolobus acidocaldarius의 genetic tool을이용한연구는

부산대차재호교수팀이 (6), Thermococcus onnurineus를

이용한연구는한국해양과학기술원강성균박사팀이수행하

고있는데 (8) 향후국내에서도이와관련된연구들이더욱

활발히일어나길기대해본다. 
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