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Tofua Arc의 열수구환경으로부터 호열성 
혐기성 고세균(Thermococcus)의 농화배양 및 동정
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Hydrothermal vents (HTV) provide special environments for evolution of lives independent on solar energy. HTV 
samples were gained from Tofua arc trench in Tonga, South Pacific. We investigated archaeal diversity enriched 
using combinations of various electron donors (yeast extract and H2) and electron acceptors [Iron (III), elemental 
sulfur (S0) and nitrate. PCR amplification was performed to detect archaeal 16S rRNA genes after the cultures were 
incubated 65℃ and 80℃ for 2 weeks. The cultures showing archaeal growth were transferred using the 
dilution-to-extinction method. 16S rRNA gene PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis was used to identify 
the enriched archaea in the highest dilutions where archaeal growth was observed. Most of cultured archaea 
belonged to genus of Thermococcus (T. alcaliphilius, T. litoralis, T. celer, T. barossii, T. thoreducens, T. coalescens) 
with 98–99% 16S rRNA gene similarities. Interestingly, archaeal growth was observed in the cultures with Iron (III) 
and nitrate as an electron acceptor. It was supposed that archaea might use the elemental sulfur generated from 
oxidation of the reducing agent, sulfide. To cultivate diverse archaea excluding Thermococcus, it would be required 
to use other reducing agents instead of sulfide. 
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열수구는 빛이 없는 환경에서 생명체의 진화가 일어나고 있는 

독특한 생태계로써 깊은 바다의 지진대와 화산대를 따라서 주기

적으로 발달하거나 혹은 사라진다. 깊은 바다의 높은 수압으로 

인하여 열수구로부터 뿜어져 나오는 열수의 온도는 약 300℃ 정

도이며(Stetter, 1992, 1996) 열수구에서 뿜어져 나오는 것은 열

수뿐 아니라 다량의 다양한 무기물을 함유한다. 철, 망간, 마그네

슘, 황 등의 환원된 무기물이 열수와 함께 분출되고, 갑작스런 낮

은 온도의 바닷물과 만나 열수구 주변으로 침전된다. 

열수구는 고온이라는 매우 극한 환경을 이루기 때문에 이러

한 환경에 적응해 살아가는 미생물이 많이 존재하는 것으로 보

고되었다(Zillig et al., 1990; Huber and Stetter, 1992; Hoki et 

al., 1993; Stetter, 1996). 열수구로부터 열수가 뿜어져 나오는 

‘굴뚝’을 chimney라고 하는데, chimney 주변으로 생태계가 형

성된다. 열수가 나오는 바로 근처의 해수 온도는 약 80℃ 이상을 

유지하고 있으며, 이 온도에서 극한 미생물들의 물질대사가 활

발하게 일어나고 있는 것으로 보고되고 있다(Stetter, 1996). 열

수구 주변의 미생물들 중에는 chimney로부터 나온 무기물을 산

화 시키거나 혹은 환원시키면서 에너지를 얻어, 생태계의 1차 생

산자로 역할을 한다. 광합성 대신 화학합성(chemolithotropy)을 

통하여 유기물을 합성하면 그것을 먹는 소비자가 군집을 이루어 

매우 독특한 생태계를 구성하게 된다. 이러한 기능을 하는 극한 

미생물 중 대표적인 것으로 고온성 고세균을 들 수 있다. 

고온성 고세균 중에는 다양한 전자수용체를 이용하면 혐기성 

환경에서 적응하며 살아가고 있다. 황을 환원시키는 Thermoproteus, 

Desulfurococcus, Thermofilum, Pyrococcus, Acidianus, Pyrodictium, 
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Culture ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
ED H2 YE H2 YE H2 YE H2 YE H2 YE H2 YE
EA S0 Nitrate Iron(III)

Temp (℃) 65 80 65 80 65 80
pH 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7 4 7

PCR 
detection N N

P
(3a
3b)

P
(4a,
4b,
4c)

N N N P
(8a) N N P

(11a)

P
(12,
12b)

N N N P
(16a) N N N N N F F F

Table 1. Summary of results of archaeal enrichment cultures. Sequence names in the parenthesis of “P” of PCR detection row indicates the 
sequences obtained after repeated dilution-to-extinction cultures.

Sthygiolobus, Igonococcus와 Thermococcus 속, 황산염(sulfate)

를 환원시키는 Achaeaolobus 속, 그리고 질산염(nitrate)을 환원

시키는 Pyrobaculum과 Pyrolobus 속, 산화철[iron(III)]을 환원

시키는 Geoglobus 속 등이 있다. 

대표적인 열수구들은 중앙해령과 환태평양 조산대에 널리 퍼

져 있는 것을 알 수 있으나, Tonga의 Tofua arc는 탐사가 미진한 

지역이며 광상 개발 등 매우 중요한 지역으로 여겨진다. Tonga

의 Tofua arc는 태평양 판과 오스트레일리아판이 만나는 경계지

역으로 오스트레일리아판 밑으로 태평양 판이 유입되는 지형을 

이루고 있다. 따라서 그 경계를 따라서 vent가 형성되어 있으며, 

Vent의 주변은 열수구로부터 뿜어져 나온 무기물 중 다량의 황 

및 다양한 환원된 유기물이 존재하므로 이를 혐기적으로 환원시

키는 고세균들이 상당히 많이 존재할 것으로 추측된다. 따라서, 

본 실험에서는 Tofua arc로부터 시료를 채취하고 시료를 다양한 

전자수용체로 이용하는 혐기적 환경에서 배양한 후 고세균 성장

을 16S rRNA 유전자를 PCR을 통하여 검출하였다. 고세균의 성

장이 확인된 배양은 연속희석법(dilution-to-extinction)으로 다

시 배양한 후, 16S rRNA 유전자-PCR-DGGE 방법을 통하여 다

시 검출한 후 band sequence의 pylogeny 분석을 통하여 동정을 

시도하였다. 이를 통하여 시료에서 어떤 고세균들이 농화 배양

이 되었는지를 알아보았다. 

본 실험에서 사용한 시료는 2010년 3월 남태평양 Tonga의 

Tofua arc trench (31°21΄03˝S, 177o21΄03˝W) 수심 500 m에서 

grab sampler을 이용하여 chimney 및 주변의 침전물을 채취하

였다. 채취된 시료는 배양전까지 4℃에서 보관하였다. 혐기성 고

세균 배양을 위한 배지로 바닷물을 직접 사용하였다. 바닷물을 

0.22 μm filter로 여과한 후, bicarbonate, 2 mM; NH4Cl, 0.5 mM; 

KH2PO4, 0.1 mM; trace elements 0.1× (Kevbrin et al., 1992); 

vitamin solution, 0.1× (Wolin et al., 1963) 그리고 resazurin, 1× 

(1,000× stack solution, 0.5 g/L)를 첨가하여 사용하였다. 전자공

여체로는 H2 (5:5:90=H2:CO2:N2)와 yeast extract, 0.1 g/L를 각

각 사용하였다. 배지의 pH는 1 N HCl을 사용하여 pH 4와 7.2로 

각각 적정하였고, 최종 전자수용체는 iron(III), 1 g/L; nitrate, 10 mM 

그리고 S0, 0.1 g/L를 각각 사용하였다. 준비된 배지 10 ml을 20 ml 

vial tube (Wheaton, USA)에 분주한 후 100% N2 gas로 10분간 

치환하고, 환원제로 Na2S․9H20, 240 mg/L를 첨가하여 혐기적 

환경을 조성하였다. 산소의 투과를 막기 위하여 butyl rubber 

stopper를 사용하여 vial tube의 입구를 막았으며 고온에서 

stopper가 열리는 것을 방지하기 위해 aluminum cap (Wheaton)

으로 capping하였다. 65℃와 80℃ 고온 배양기에서 2주간 배양하

였으며, 고세균의 배양 유무는 고세균 16S rRNA 유전자의 증폭

을 통하여 확인하였다. 고세균 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위

하여 사용한 primer는 

Archaea-specific 16S rRNA primer 514F 

(514F) (5΄-GGTGBCAGCCGCCGCGRKAAHACC-3΄)와 

Archaea-specific 16S rRNA primer 918R 

(918R) (5΄-TGCYCCCCCGYCWATTSCTTTA-3΄)이다(in this 

study). 증폭 반응을 위해 2× EF Taq mixture (Solgent, Korea), 

10 μl; 10 pmol primer, 1 μl와 3’DW, 7 μl를 넣고 액체 배양한 

시료로부터 추출한 DNA를 주형으로 1 μl를 넣어 총 20 μl의 반

응액을 만들었다. 16S rRNA 유전자를 증폭시키기 위해 95℃에

서 5분 동안 denaturation 시켰다. 그 다음 95℃에서 30초, 55℃에

서 30초, 72℃에서 30초 동안 반응시키고 30회 반복 수행하였다. 

마지막으로 72℃에서 7분간 최종 extension 시켰다. 고세균 16S 

rRNA 유전자는 다음의 조건에서 확인되었다. S0가 전자수용체

로 사용되고 yeast extract를 전자공여체로 사용하여 65℃에서 

배양했을 때와 nitrate가 전자수용체로 사용되고 yeast extract가 

전자공여체로 사용되고 65℃와 80℃ 배양 되었을 때이다(Table 

1). Iron(III)을 전자수용체로 이용한 배양에서는 H2와 yeast 

extract가 전자공여체로 사용된 실험군에서 고세균 16S rRNA 

유전자가 증폭되었다(Table 1). 

고세균 16S rRNA 유전자가 증폭된 배양의 시료는 연속 희석법

으로 10
-5에서 10-9까지 1/10 비율로 희석하였다(dilution-to-extinction 

배양법). 희석하여 배양한 후, 고세균의 성장이 검출된 vial tube 

중 가장 많이 희석된 곳의 시료를 확보하여 DGGE 분석을 시도

하였다. 2주 후, 514F와 918R primer로 16 rRNA 유전자의 증폭 

여부로 배양의 여부를 확인하였다. 전자수용체가 iron(III)인 것

은 희석배양 후 고세균 16S rRNA 유전자가 더 이상 증폭되지 

않았다. 몇몇 시료는 dilution-to-extinction 배양법을 반복하여 1

개 이상의 염기서열을 얻을 수 있었다(Table 1: PCR detection). 

액체 배양된 시료로부터 16S rRNA 유전자 DGGE 분석을 위해서 

사용한 primer들은 

Archaea-specific 16S primer GC-340F 

(GC340F) (5΄-CGCCCGCCGC GCCCCGCGCCCGGCCCGC 

CGCCCCCCGCCCCCCCGACGGGGYGCASCAG-3΄)와 

Archaea-specific 16S primer 757R 
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Fig. 1. PCR-DGGE analysis of 16S rRNA gene. 16S rRNA gene was amplified with the primer set GC340F and 757R. Lanes: M, 1 kb marker; 
EA, Electron acceptor. Electron donor used was yeast extract. Band was marked following the name based on the Table 1.

(757R) (5΄-GGACTCYSGGGTMTCTRATCC-3΄)이다(in this 

study). 16S rRNA 유전자를 증폭시키기 위해서 95℃에서 5분 

동안 denaturation시켰다. 그 다음 95℃에서 30초, 55℃에서 30초, 

72℃에서 60초 동안 반응시키고 30회 반복 수행하였다. 마지막

으로 72℃에서 10분간 최종 extension 시켰다. 그러나 GC clamp로 

인해 PCR이 되지 않으면, GC clamp가 없는 Archaea-specific 

16S Non GC-primer 340F (NonGC340F) (5΄-CCCTACGGGG 

YGCASCAG-3΄)와 757R로 30회 증폭한 후, GC340F와 757R

로 25회 재증폭하였다.

DGGE 분석을 위한 조건은 다음과 같다. PCR 산물은 8% 

polyacrlyamid gel (acrylamide-N,N’-methylenebisacrylamide 

37:1)에 urea가 30–60%로 들어간 gel을 이용하여 분석하였다. 

50 ml conical tube에 acrylamide, 4 ml; urea, 2.52 g (30%)와 

5.04 g (60%); formamide, 2.4 ml (30%)과 4.8 ml (60%) 그리고 

50× TAE, 0.4 ml을 tube에 각각 넣은 후, 증류수로 20 ml까지 

맞추었다. 수용액 상태의 gel에 10% Ammonium persulfate (for 

electrophoresis, Sigma), 140 μl과 TEMED (N,N,N’,N’- 

Tetramethyl-ethylenediamine), 10 μl를 각각 넣고 유리판

(20×18 cm, 20×16 cm, Bio-Rad, USA)에 30–60%까지 gradient

가 되도록 넣고 30분간 굳혔다. 전기영동은 80 V로 12시간 동안 

60℃에서 로딩하였다. 로딩이 끝난 gel은 1× SYBR-GREEN 

(Sigma-Aldrich, USA)이 들어있는 1× TAE에서 45분간 염색하

고 DW로 15분간 탈색한 후 Gel Doc apparatus (Bio-Rad, Italy)

의 UV transilluminator 상에서 디지털 카메라로 촬영하였다.

염색된 밴드들은 500 μl tube에 잘라 넣고 DW, 100 μl를 넣어 

4℃에서 over night 하였다. 잘라낸 밴드의 서열을 분석하기 위

해서, over night된 시료를 주형으로 1 μl씩 사용하고 primer는 

NonGC340F와 757R를 사용하였다. DGGE 밴드의 DNA를 증

폭시키기 위해 95℃에서 5분 동안 denaturation 시켰다. 그 다음 

95℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 60초 동안 반응시키고 

30회 반복 수행하였다. 마지막으로 72℃에서 10분간 최종 

extension 시켰다. 증폭된 16S rRNA 유전자 PCR 산물은 

CosmogeneTech 사(Koera)에 의뢰하여 PCR에 사용된 동일한 

primer (NonGC340F)를 이용하여 서열 분석하였다. 16S rRNA 

유전자 염기서열의 계통분석을 위해서 관련된 염기서열은 

GenBank 데이터베이스로부터 획득하였으며, 그 염기서열들은 

CLUSTAL_X program을 이용하여 alignment를 수행하였다

(Thompson et al., 1997). 유전자의 사이에 있는 갭들은 BioEdit 

program을 이용하여 편집하였다(Hall, 1999). 16S rRNA 유전

자 염기서열의 유전적 진화 거리는 Kimura two-parameter 모델

을 이용하여 계산하였다(Kimura, 1983). 계통도는 MEGA 4 프

로그램(Takai and Nakamura, 2011)에서 neighbor-joining 

(Saitou and Nei, 1987)과 maximum parsimony (Fitch, 1971)를 

사용하여 작성하였다. Branch의 신뢰도(bootstrap 값)는 1,000

회의 재구성된 자료로부터 새로운 tree를 작성하여 계산하였다

(Felsenstein, 1985). 

위와 같은 방법을 통하여 고세균이 배양된 시료들(Table 1)에

서 DNA를 추출하여 16S rRNA 유전자-PCR-DGGE를 수행한 

결과 10개의 밴드를 얻었다(Fig. 1). DGGE 밴드가 모두 같은 위

치에 있는 이유는 Thermococcus 속에 속하는 종들의 16S rRNA 

유전자 서열이 거의 비슷하므로 같은 위치에 나타난 것으로 보

이며 계통도에서 보는 대로 종들 간의 거리가 매우 가깝게 나타

나는 것으로 이를 추정할 수 있었다(Fig. 2). 이를 확인하기 위하

여 얻은 밴드를 다시 재증폭하여 서열을 분석한 결과 모두 
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12b (YE - NO
3
-, pH4, 65℃)

4a (YE - S0, pH7, 65℃)

3b (YE - S0, pH4, 65℃)

4b (YE - S0, pH7, 65℃)

4c (YE - S0, pH7, 65℃)
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Fig. 2. Phylogenetic tree show the relationship between enriched archaea and reference sequences. Bands from DGGE analysis (see Fig. 1) were 
used for sequencing and neighbor-joining algorithm was used for construction of the phylogenetic tree. Numbers at the nodes are bootstrap 
values obtained from 1,000 replicates. Nucleotide sequence accession numbers are shown in parentheses. Scale bar indicates 50 inferred 
nucleotide substitutions per 1,000 nt.

Thermococcus 속에 속하는 것을 알 수 있었다. 3a, 3b, 4a, 4b, 4c와 

12b는 T. alcaliphilus나 T. litoralis와 99% 이상의 근연도를 나

타내었으며 11a, 12a, 8a와 16a는 T. celer나 T. barossii와 99% 

이상의 근연도를 나타내었다(Fig. 2) 대부분의 Thermococcus 

속에 속하는 종들은 16S rRNA 유전자 계통도에서 종들 간에 

99% 이상의 근연도를 나타내므로 DNA-DNA hybridization을 

이용하여 종들을 구분하기 때문에 염기서열만으로 종 수준의 동

정은 어려울 것으로 추정된다(Arab et al., 2000; Kuwabara et 

al., 2005) 

S
0를 전자 수용체로 사용하는 고세균들은 Thermoproteus, 

Desulfurococcus, Thermofilum, Pyrococcus, Acidianus, Pyrodictium, 

Sthygiolobus, Thermodiscus 그리고 Igonococcus (Huber et al., 

2000) 속에 속하는 종들이 잘 알려 졌으나, 본 실험에서는 S0를 

전자수용체로 사용하는 Thermococcus 속의 종들만 발견 되었

다. 이것은 열수구에 존재하는 고세균 중 가장 우점하는 종류가 

Thermococcus이기 때문으로 추정된다(Takai and Nakamura, 

2011). 

Thermococcus 속에 속하는 종들의 생장 온도는 약 55–110℃의 

범위에서 생장이 가능하고(Stetter, 1996; Godfroy et al., 1997; 

Kuwabara et al., 2005), 최적의 온도는 약 80–90℃이다(Zillig et 

al., 1983; Kobayashi et al., 1994; González et al., 1995; 

Dirmeier et al., 1998) Themrococcus 속의 종들은 S0를 최종 전

자수용체로 하여 살아가며, sulfate, thiosulfate, nitrate 등은 사

용 할 수 없는 것으로 알려져 있다(Zillig et al., 1983). 따라서, 

본 배양조건에서는 전자 수용체로 충분한 S0가 공급된 실험군의 

경우 Thermococcus가 검출된 것은 놀라운 사실이 아니다. 그러

나 실험 과정에서 nitrate가 최종 전자수용체로 사용된 배양에서

도 Thermococcus의 16S rRNA 유전자가 증폭되었다. 최종 전자

수용체로 nitrate가 들어간 실험군에서도 Thermococcus가 자랄 

수 있었던 이유는 배지를 혐기적으로 만들기 위해 첨가한 Na2S

가 S0로 전환되어 Thermococcus의 성장을 촉진하였을 것으로 

추정된다.
 실제로 Thermococcus 속에 속하는 종들이 S0를 최종 

전자수용체로 사용하지 않고 성장 자극 요소로 사용한다는 보고

가 있다(Arab et al., 2000). 

Thermococcus 속에 속하는 고세균들은 종에 따라 비교적 넓은 

pH의 범위에서 생장이 가능하다. 바닷물의 pH는 7.2–8.0인데 비

해 열수구로부터 나오는 열수는 pH가 낮기 때문에 Thermococcus 

속에 속하는 종들 중 일부는 넓은 pH의 범위를 갖는 것으로 보이

는데 그 예로 T. barossii (pH 3–9) (Duffaud et al., 1998)와 T. 

peptophilus (pH 4–8) (González et al., 1995)는 pH가 4 이하에

서도 생장이 가능하다. 그러나 대부분의 Thermococcus 속에 속

하는 종들은 pH 6–7이 최적의 조건이다. 본 실험에서는 pH 4에

서 Thermococcus 속의 종이 배양 되는지 알아보기 위해 실험을 

하였고, 특이하게도 T. alcaliphilus가 pH 4에서 확인되었는데, 

T. alcaliphilus의 pH 범위는 6.5–10.5이며 최적 pH는 9이다. 그

러나 pH 4에서 T. alcaliphilus 16S rRNA 유전자 증폭이 확인된 

것은 1) T. alcaliphilus가 기존의 범위보다 넓은 성장 pH 범위를 

가지거나, 2) 아마도 종들간의 16S rRNA 유전자의 근연도가 가

깝기 때문에 짧은 유전자 염기서열(약 400 bp)만으로 정확한 분

석이 어려워 Thermococcus 속의 다른 유사종이나 새로운 종의 

유전자가 증폭되었을 수도 있을 것이다(Keller et al., 1995). 

본 실험을 통하여, Tonga 열수구로부터 얻은 시료로부터 16S 
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rRNA 유전자의 PCR과 DGGE 기법을 이용하여 어떤 고세균이 

존재하는지 알아보고자 하였다. PCR과 DGGE 기법으로 인해 

얻은 자료로부터 Tonga 열수구에서 발견한 고세균들은 대부분 

Thermococcus 속에 속하지만, Thermodiscus 속에 속하는 종도 

확인이 되므로 다양한 고세균들이 있을 것으로 예상된다(자료 

미제시). Na2S 대신 다른 환원제를 이용하여 배지에서 S0의 제거

하는 등 새로운 배양조건을 시도한다면 Thermococcus 속을 제

외한 다른 고세균의 배양도 가능할 것으로 여겨진다. 

 요

열수구(Hydrothermal vent)는 빛이 없는 환경에서 생명체의 

진화가 일어나는 독특한 환경을 유지하고 있다. 남태평양 Tonga

의 Tofua arc의 열수구로부터 퇴적물을 채취하여 산화철

[iron(III)], 황(elemental sulfur, S
0
) 그리고 질산염을 전자수용체

로 사용하고, 수소(H2), yeast extract를 전자공여체로 사용하여 

배양에 의한 미생물의 다양성을 연구하였다. 배양 온도는 각각 

65℃와 80℃였으며, 연속희석배양법과 16S rRNA 유전자의 

PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis를 분석하고, 검

출된 염기서열의 정보분석을 통하여 고세균을 동정하였다. 16S 

rRNA 유전자의 계통분류학적 분석 결과 배양된 대부분의 고세

균은 Thermococcus 속(T. alcaliphilius, T. litoralis, T. celer, T. 

barossii, T. thoreducens, T. coalescens)에 속하며 그들과 98–
99%의 상동성을 가지고 있었다. Thermococcus 속의 미생물들

이 일반적으로 이용할 수 없는 질산염과 산화철을 전자수용체로 

첨가한 배양에서 관찰되었으나, 이는 환원제로 첨가한 Na2S의 

산화물을 이용하여 성장한 것으로 추정된다. Thermococcus 속

에 속하는 고세균 외의 다양한 고세균의 배양을 위해서는 Na2S 

대신 다른 환원제를 사용하는 배양조건의 이용이 요구된다.
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