
송영찬 등: Pyrosequencing 방법을 이용한 Malassezia 효모균의 분자생물학적 동정 

- 189 - 

대한의진균학회지 제12권 제4호 2007 
 

Pyrosequencing 방법을 이용한 Malassezia 효모균의 
분자생물학적 동정 

건국대학교 의학전문대학원 피부과학교실 

송영찬·임상희·정보라·이양원·최용범·안규중 

= Abstract = 

The Application of Pyrosequencing Method in the Identification and 
Classification of Malassezia Yeasts 

Young Chan Song, Sang Hee Lim, Bo Ra Jung, Yang Won Lee, 
Yong Beom Choe and Kyu Joong Ahn 

Department of Dermatology, Konkuk University School of Medicine, Seoul, Korea 

Background: Malassezia yeasts are lipophilic fungi that are found in 75~80% of healthy adults. 
Recently, various molecular biological techniques are being preferred to identify and classify the 
Malassezia yeasts. Pyrosequencing is a real-time DNA sequencing technique. This technology has the 
potential advantage of accuracy, ease-of-use, high flexibility and is now emerging as a popular platform 
for microbial typing. 

Objective: We sought to implement novel molecular biology technique, namely pyrosequencing 
method in identifying and classifying Malassezia yeasts, and assess its clinical applicability. 

Methods: We obtained ribosomal RNA sequences of 11 Malassezia standard strains from NCBI 
database. Primers for the initial PCR amplification of the target region (ITS2) and sequencing primers 
within the regions amplified by the PCR primers were designed using Pyrosequencing Assay Design 
Software (Biotage AB, Uppsala, Sweden). We obtained PCR amplifying fragments of genomic DNA 
isolated from the Malassezia yeasts. And pyrosequence reactions were performed using reagents provided 
with the PSQ 96 Sample Preparation kit. 

Results: In the PCR analysis, all of 11 standard strains are shown at the 130 bp levels. In the 
pyrosequencing analysis, M. obtusa and M. furfur sequences were corresponded among 11 Malassezia 
standard strains. But, in 4 cases, Malassezia strains mismatched with expected Malassezia strain and in 
rest of 5 Malassezia strains, pyrosequencing was failed. 

Conclusion: As evidenced above, pyrosequencing analysis could provide a sensitive and rapid 
identification system for Malassezia species. But it still has many limitation to be applied to epidemiological 
surveys and clinical practice. [Kor J Med Mycol 2007; 12(4): 189-197] 
Key Words: ITS2, Malassezia, Pyrosequencing 

원  저

†
별책 요청 저자: 이양원, 143-729 서울시 광진구 화양동 4-12, 건국대학교병원 피부과 
전화:  (02) 2030-5170, Fax:  (02) 2030-5179, e-mail:  20050078@kuh.ac.kr 



대한의진균학회지 제12권 제4호 2007 

- 190 - 

 
서  론 

 
Malassezia 효모균은 지질친화성 균종으로 피
부의 정상 균총에 속하는 진균이며 건강한 성인
의 75~98%에서 발견된다1,2. 본 효모균은 1889
년 소개된 이후 현재까지 어루러기, 지루피부염, 
Malassezia 모낭염 등의 피부 질환과 관련되어 
있다고 알려져 왔으며, 최근 아토피 피부염 및 
건선과의 관련성이 보고되고 있다3,4. 이외에도 
융합성 망상 유두종증 (confluent and reticulated 
papillomatosis)5,6과 Malassezia 조갑진균증이 Mala- 
ssezia 효모균과의 연관성 있는 새로운 피부 질환
으로 보고되었고7,8, 지방산이 함유된 수액제제를 
정맥 내 카테터로 투여받는 미숙아나 면역능력이 
저하된 성인에서 Malassezia 효모균에 의한 전신 
감염증이 보고됨으로써 그 병원성이 점차 대두되
고 있다9,10. 

1996년 Guého 등11은 형태학적, 생물학적으로 
Malassezia 효모균을 새로 분리하여 총 7개 균종 
(M. furfur, M. obtusa, M. globosa, M. slooffiae, M. 
sympodialis, M. pachydermatis, M. restricta)으로 재
분류한 이후 본 효모균에 대한 관심이 증가되
고 있으며, 신체 부위에 따른 효모균의 종류나 
관련된 피부 질환에서 주로 배양되는 효모균의 
종류에 대한 연구가 많이 행해져 왔다. 그리고 
Malassezia 효모균의 동정에 다양한 분자생물학적 
기법을 적용하고 있으며, 이러한 분자생물학적 
기법을 토대로 유전형을 분석함으로써 새로운 4
가지 균종 M. dermatis12, M. japonica13, M. nana14, 
M. yamatoensis15가 추가로 보고되었다. 뿐만 아
니라 이러한 분자생물학적 기법을 이용하여 아토
피 피부염, 지루피부염, 어루러기와 같은 피부 질
환에서 Malassezia의 분포를 분석하거나 특정 균
주에 대해 subtyping하는 연구가 진행되고 있다. 
최근에 주목받고 있는 분자생물학적 기법인 

pyrosequencing은 labeled primer가 필요하지 않으
며 젤 전기영동 과정이 없이, DNA의 염기 서열
을 30~40 base pairs (bp) 정도만을 염기 서열 분석

함으로써 신속하고 정확하게 균주를 동정할 수 
있는 방법이다. 그래서 최근에는 Candida 종과 
Aspergillus 종 등의 진균류 동정과 Helicobacter 
pylori와 같은 병원성 미생물의 진단에 유용하게 
이용하고 있다16~24. 그러나 아직 Malassezia 효모
균의 동정 및 분류에 있어 pyosequencing 방법을 
적용한 연구는 보고된 바 없다. 
이에 저자들은 pyrosequencing 방법을 Mala- 

ssezia 효모균 동정에 적용하여 Malassezia 효모
균으로 인한 질병의 신속한 진단 및 치료에 있
어서 임상적용 가능성 여부 및 유용성을 평가하
고자 하였다. 

 
대상 및 방법 

1. 대 상 

1) 표준 균주 (Standard strains) 

본 연구에서는 현재 보고된 11종의 Malassezia 
효모균의 표준 균주를 대상으로 하였다 (Table 1). 
M. furfur (KCTC 7743), M. obtusa (KCTC 7847), M. 
pachydermatis (KCTC 17008), M. restricta (KCTC 

Table 1. GenBank accession number for 11 standard 
strains of Malassezia yeasts used in this study 

Species Standard 
Strains 

Accession
No. rRNA

M. dermatis JCM 11348 AY390285

M. furfur KCTC 7743 AY743634

M. globosa CBS 7966 AY743630

M. japonica CBS 9432 EF140669

M. nana JCM 12085 EF140666

M. obtusa KCTC 7847 AB105158

M. pachydermatis KCTC 17008 AY743637

M. restrica KCTC 7848 AY743636

M. slooffiae KCTC 17431 AY743633

M. sympodialis KCTC 7985 AY743632

M. yamatoensis CBS 9725 AB125261

KCTC: Korean Collection for Type Cultures, CBS: 
Centraalbureau voor Schimmelcultures, JCM: Japanese 
Collection of Microorganisms, M.: Malassezia 
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7848), M. slooffiae (KCTC 17431), M. sympodialis 
(KCTC 7985) 6종은 한국생명공학연구원 생물자원
센터로부터 M. globosa (CBS 7966), M. yamatoensis 
(CBS 9725) 2종은 Centraalbureau voor Schimmel- 
cultures (CBS)로부터 M. dermatis (JCM 11348), M. 
nana (JCM 12085), M. japonica (CBS 9432) 3종은 
Japanese Collection of Microorganisms (JCM)로부터 
각각 분양 받았다. 

2. 방 법 

1) Leeming과 Notman배지의 준비와 배양 

증류수 1 ℓ에 glycerol monoesterate (BDH, Poole, 
UK) 0.5 g, bacteriological peptone (Oxoid, Hampshire, 
UK) 20 g, glucose (Oxoid, Hampshire, UK) 5 g, yeast 
extract (Oxoid, Hampshire, UK) 0.1 g, ox bile (Merck, 
Darmstadt, Germany) 4 g, agar No.1 (Oxoid, Ham- 
pshire, UK) 12 g, Tween 60 (Yakuri, Osaka, Japan) 0.5 
ml, glycerol (Tedia, Fairfield, USA) 1 ml을 넣고 잘 
녹인 후 121℃에서 20분간 멸균 소독하였다. 멸
균 후 cycloheximide (Sigma, St Louis, MO, USA) 
200 mg, chloramphenicol (Sigma, St Louis, MO, 
USA) 50 mg을 첨가하고 이어 초고온 멸균 비탈
지 우유 (Konkuk Dairy, Seoul, Korea) 5 ml을 첨가
하였다. 잘 혼합한 후 즉시 petri dish에 분주하고 
사용 시까지 냉장 보관하였다. 그리고 본 실험에 
이용할 11종의 Malassezia 표준 균주는 Leeming
과 Notman배지에 접종한 후 34℃에서 2주간 배
양하였다. 

2) Genomic DNA의 분리 

Malassezia 효모균으로부터 genomic DNA를 분
리하기 위해 glass beads 방법을 사용하였다. 균
체를 채취하여 400 μl의 lysis buffer (100 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1.0% SDS, 2.0% Triton X-100, 10 mM 
EDTA, 100 mM NaCl)를 첨가한 후 10초간 흔들
어 주었다. 다시 400 μl P/C/I (phenol : chloroform : 
isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1, v/v)을 섞은 후 0.5 mm 
직경의 glass beads 400 mg을 혼합한 후 실온에서 
10분간 흔들어 주었다. 15,000 rpm에서 10분간 원
심분리 후 상등액을 eppendorf tube에 옮긴 후 C/I 

(chloroform : isoamyl alcohol = 24 : 1, v/v)를 이용하
여 다시 추출하였다. 상등액과 동량의 isopropanol
을 첨가한 후 -20℃에서 20분간 DNA를 침전시
킨 후 15분간 15,000 rpm으로 원심분리하였다. 
상등액을 제거한 후 70% ethanol로 세척하고 건
조시킨 후 증류수로 용해시켜서 -20℃에서 보관
하였다. 

3) Primer의 설계 및 제작 

NCBI로부터 얻어낸 Malassezia 표준 균주의 
ribosomal DNA의 염기 서열을 Vector NTI software 
(Vector NTI version 6.0 Informax, Inc., North Bethesda, 
MD, USA)를 이용하여 정렬하여 염기 서열을 분
석하고 11종의 Malassezia 효모균을 동정 및 분류
할 수 있는 염기 서열 부위를 결정하였다 (Fig. 1). 
Pyrosequencing을 실행할 염기 서열 부위는 전통
적으로 염기 서열 상의 변이가 높다고 알려져 
있는 ITS2 부위로 11종의 Malassezia 표준 균주
가 30 bp 염기 서열 상에서 서로 보존되지 않아 
짧은 염기 서열의 분석을 통한 균의 동정에 적용 
가능하였다. 또한, 완전한 유전체 서열 (genome 
sequence)이 밝혀지지 않은 Malassezia 효모균에 
있어서 pyrosequencing을 위한 염기 서열 부위는 
앞뒤로 충분한 염기 서열 정보를 가지고 있어 
PCR 증폭을 시행하기 위한 primer를 설계하기에 
적합하였다. 
이 염기 서열 부위를 증폭하기 위해 Pyrosequ- 

encing Assay Design Software (Biotage AB, Uppsala, 
Sweden)를 이용하여 primer (M-SE, M-AS)를 설
계하였으며 antisense primer (M-AS)는 biotin이 표
식 되도록 제작하였다. Pyrosequencing을 적용할 
sequencing primer (M-seq)는 PCR primer (M-SE, 
M-AS)를 이용하여 증폭된 산물 (ITS2 부위)의 염
기 서열 상에서 Malassezia 효모균 동정 가능한 
염기 서열 부위 (target region-30 bp)를 sequencing 
할 수 있도록 설계하였다 (Table 2). 

4) Ribosomal DNA의 PCR 

0.25 mM deoxynucleoside triphosphate (dNTPs), 
10 × PCR buffer, 5 × Q buffer, 20 pmol primer, 1 U 
Hot StarTaq polymerase (Qiagen, Qiagen GmbH, 
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Hilden, Germany), genomic DNA 용액 1 μl을 포
함하여 PCR 증폭 반응 혼합물이 50 μl가 되도록 
하였다. PCR은 DNA Engine Dyad (MJ Research Inc, 
Waltham, MA, USA)를 사용하였다. 반응 조건은 
pre-denaturation 단계 95℃에서 14분, denaturation 
단계 94℃에서 45초, annealing 단계 50℃에서 35
초, 72℃에서 30초간 extension을 35회 반복하였
고 마지막 extension은 72℃에서 7분간 시행하였
다. 증폭된 DNA는 TAE buffer 상에서 1% (w/v) 
agarose gel을 100 volt로 전기영동 후 ethidium 
bromide로 염색하여 UV 투과조명기 (UV trans- 
illuminator)로 관찰하였다. 

5) Pyrosequencing 분석 

20 μl의 biotinylated PCR 산물에 10 μl의 Dyna- 
beads M280-streptavidin (Dynal, Oslo, Norway)와 25 
μl의 2 × BW buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 mM 

EDTA, 2 M NaCl, 0.1% Tween 20) 용액을 혼합한 
후 65℃에서 15분 동안 흔들어 주었다. PSQ 96 
Sample Prep Tool (Pyrosequencing AB, Uppsala, 
Sweden)을 이용하여 0.5 M NaOH (well당 50 μl)
에서 1분간 biotinylated PCR product-streptavidin 
Dynabeads의 복합체로부터 single strand DNA를 
얻어내었다. 각 well에 100 μl의 1 × annealing 
buffer (200 mM Tris-acetate, 50 mM Mg-acetate)로 
세척한 후 44 μl의 1 × annealing buffer와 1 μl 
sequencing primer (15 pmol)를 첨가한 후 2분간 
80℃에서 가열하고 천천히 식힌 후 PSQ 96 SQA 
Reagent kit (enzyme과 substrate mixture, dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP)을 사용하여 pyrosequencing을 시행
하였다. Pyrosequencing data와 pyrogeram은 PSQ 
96MA version 2.0.2 software를 이용하여 분석하였
다16~19. 

Table 2. Primers set used for amplification and pyrosequencing 

PCR Primer Application Position in rRNA of 
Malassezia Yeast (M. furfur) Sequence (5' to 3' orientation) 

M-SE PCR Primer 363~384 TTGAGTGCCGTGAATTCTCTCT 

M-AS PCR Primer 490~473 Biotin-TCCCAAAGGCGCTAATGC

M-seq PCR/sequencing primer 378~392 TCTCTCTCCCCAAGC 

M., Malassezia; SE, sense; AS, antisense; seq, sequencing 

Fig. 1. Sequence alignment of the ribosomal RNA variable regions (ITS2) of 11 Malassezia standard strains. The 
ribosomal RNA sequences were aligned using Vector NTI software (Vector NTI version 6.0 Informax, Inc., North
Bethesda, MD, USA). Box indicates the target region (variable site of ITS2) for Malassezia yeasts typing with pyrosequ-
encing (Lane 1; M. dermatis (JCM 11348), Lane 2; M. furfur (KCTC 7743), Lane 3; M. globosa (CBS 7966), Lane 4; M. 
japonica (CBS 9432), Lane 5; M. nana (JCM 12085), Lane 6; M. obtusa (KCTC 7847), Lane 7; M. pachydermatis 
(KCTC 17008), Lane 8; M. restricta (KTCT 7848), Lane 9; M. slooffiae (KCTC 17431), Lane 10; M. sympodialis (KCTC
7985), Lane 11; M. yamatoensis (CBS 9725)). 
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결  과 

1. Malassezia 효모균의 Pyrosequencing을 위

한 PCR 결과 

Glass beads 방법을 사용하여 11종의 Malassezia 
표준 균주의 genomic DNA를 성공적으로 분리하
였다. Pyrosequencing을 실행할 염기 서열 부위를 
증폭하기 위해 소프트웨어를 통하여 설계된 ribo- 
somal DNA의 primer (M-SE, M-AS)를 이용하여 
genomic DNA를 주형으로 한 PCR을 실행하였다. 
그 결과 11가지 표준 균주 모두에서 130 bp 크기
의 PCR bands를 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 

2. Pyrogram 결과 비교 분석 

Pyrosequencing으로 30 bp의 염기 서열 분석을 
통하여 얻은 pyrogram 자료와 NCBI로부터 얻은 
염기 서열 정보를 비교 분석하였다. 그 결과 11
개 Malassezia 표준 균주 중 M. obtusa와 M. furfur 
2가지 균주만 올바르게 동정되었고, M. obtusa는 
100%, M. furfur는 93%의 일치율을 보였다 (Ta- 
ble 3). 
반면에 M. restricta, M. sympodialis, M. japonica, 

그리고 M. yamatoensis 4가지 균주의 경우 전혀 다
른 균주와 일치하는 것으로 나타났다. M. restricta
는 M. obtusa와 94%, M. sympodialis, M. japonica, 

그리고 M. yamatoensis는 모두 M. furfur와 일치한
다는 결과를 얻었고, 일치율은 각각 91%, 90%, 
그리고 83%이었다 (Table 3). 또한 나머지 M. 
dermatis, M. globosa, M. nana, M. pachydermatis, 
그리고 M. slooffiae 5가지 균주는 어떤 균주와도 
일치하지 않아 pyrosequencing을 통한 균주 동정
은 실패하였다. 즉 M. obtusa와 M. furfur를 제외
한 9가지 균주에서 pyrogram 결과로 얻은 표적 
부위의 염기 서열과 NCBI로부터 얻은 염기 서열 
정보가 일치하지 않았다. 따라서 pyrosequencing
을 통한 Malassezia 효모균 동정은 2가지 균주를 
제외하고 실패하였다 (Table 3). 

 
고  찰 

 
Malassezia 효모균은 건강한 성인의 75~98%에
서 발견되는 정상 균무리이나 다양한 피부 질환
과 관련되어 있다고 알려지면서 피부 질환과의 
상관관계를 발견하기 위해 정상 및 병적 피부에
서의 본 효모균의 양적 성상에 대한 평가와 분포 
차이에 대한 연구가 이루어져 왔다. 그러나 과거 
많은 Malassezia 효모균의 진균학적 연구는 배양 
후 Malassezia colony의 크기, 표면상태, 색깔, 모
양 등 형태학적 특징에 의한 분석과 효소 반응의 

Table 3. The result of pyrosequencing for 11 standard 
strains of Malassezia yeasts used in this study 

Species Result Identities (%)

M. obtusa M. obtusa 100 

M. furfur M. furfur 93 

M. restrica M. obtusa 94 

M. japonica M. furfur 90 

M. sympodialis M. furfur 91 

M. yamatoensis M. furfur 83 

M. dermatis No hits found 0 

M. globosa No hits found 0 

M. nana No hits found 0 

M. pachydermatis No hits found 0 

M. slooffiae No hits found 0 

Fig. 2. Ribosomal DNA PCR products of 11 Mala-
ssezia standard strains. The primers successfully ampli-
fied the target part of ribosomal DNA from all Mala-
ssezia strains tested, providing a single PCR product of 
the expected size (approximately 130 bp). (Lane M; 100
bp DNA ladder, Lane 1; M. dermatis (JCM 11348), Lane
2; M. furfur (KCTC 7743), Lane 3; M. globosa (CBS 
7966), Lane 4; M. japonica (CBS 9432), Lane 5; M. 
nana (JCM 12085), Lane 6; M. obtusa (KCTC 7847),
Lane 7; M. pachydermatis (KCTC 17008), Lane 8; M. 
restricta (KTCT 7848), Lane 9; M. slooffiae (KCTC 
17431), Lane 10; M. sympodialis (KCTC 7985), Lane 
11; M. yamatoensis (CBS 9725)). 
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유무를 관찰하는 생화학적인 분석을 통해 이루어
져 왔다. 이는 많은 시간이 소모되고, 동일한 형
태학적 소견에 대하여 학자마다 다른 견해 가질 
수 있으며, 객관적인 기준설정이 모호하고, 새로
운 균주에 대한 동정 및 분류에 명확한 근거를 
제시하는데 한계를 가지고 있다. 뿐만 아니라 형
태 및 생화학적으로 동일한 특징을 가졌다 하더
라도 유전형이 다른 균종이 존재하기 때문에 분
류함에 있어서 많은 한계점을 가지고 있다. 

Guého 등11은 분자생물학을 기본으로 하고 형
태학, 미세구조학 및 생리학을 이용하여 Mala- 
ssezia 효모균을 총 7개 균종 (M. furfur, M. obtusa, 
M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, M. pachy- 
dermatis, M. restricta)으로 재분류하였으나, 최근
에는 다양한 분자생물학적 기법을 적용하여 새
로운 4가지 균종 M. dermatis12, M. japonica13, M. 
nana14, M. yamatoensis15가 추가로 보고하여 Mala- 
ssezia 효모균은 총 11균종으로 분류할 수 있다. 
그러나 새로 보고된 균종은 기존에 보고된 7가
지 균종과 형태 및 생화학적으로 동일하거나 유
사한 특징을 가지나 유전형이 다르기 때문에 기
존의 많은 Malassezia 효모균의 분포와 관련된 연
구결과를 정확하다고 단정 지을 수 없다. 따라서 
최근 연구에서 Malassezia 효모균의 동정 및 분류
는 형태, 생리, 생화학적 특징을 이용하는 고전적
인 방법보다 분석 기술과 분자생물학의 발달로 
유전자의 구조 및 특징을 이용하는 분자계통학적 
연구가 진행되고 있으며, 이를 분석하는 장비와 
소프트웨어가 개발되고 있다24~33. 
최근 Malassezia 효모균의 동정 및 분류를 위해 
시도되는 다양한 분자생물학적 방법에는 pulsed 
field gel electrophoresis (PFGE)24, amplificated frag- 
ment length polymorphism (AFLP)25,26, denaturing 
gradient gel electrophoresis (DGGE)26, random ampli- 
fication of polymorphic DNA (RAPD)26,27, single 
strand conformation polymorphism (SSCP)28, terminal 
fragment length polymorphism (tFLP)29, restriction 
fragment length polymrophism (RFLP)30~33, sequen- 
cing analysis34 등이 있다. 이러한 분자생물학적 

방법 중 sequencing analysis (Sanger's method)는 
DNA를 주형으로 삼아 표지된 DNA를 합성해 
나가는 방식으로서 500 bp 전후의 염기 서열을 
분석하는 방법이다. 이 방법은 균 동정, 다형성 
(polymorphism), 계통학적 분석이 가능하지만 결
과를 도출하기까지 시간이 많이 소모되고 방법이 
매우 복잡하다. 반면에 본 연구에서 Malassezia 
효모균의 동정 기법으로 시도한 pyrosequencing
은 4개의 효소 (DNA polymerase, ATP sulfurylase, 
luciferase, apyrase)와 기질을 사용하여 DNA 주형
에 상보적으로 하나의 뉴클레오티드가 결합될 때
마다 빛이 발생하도록 하여, 합성을 해 나가면서 
DNA 염기 서열을 정확하고 빠르게 분석하는 방
법이다35,36. 따라서 labeled primer가 필요하지 않
으며 젤 전기영동 과정 없이, DNA의 30~40 bp 
정도만을 염기 서열 분석함으로써 신속하고 정
확하게 균주를 동정할 수 있다. 또한 한번에 96
개의 표본을 처리할 수 있으며 수동 설정은 15
분 정도 소요되며, 총 pyrosequencing에 소요되는 
시간은 90분 정도이다. Gharizadeh 등28은 2003년 
Candida와 Aspergillus의 동정에 pyrosequencing을 
적용하여 pyrosequencing이 진균 동정 및 임상적 
적용에 있어 재현성과 신뢰성 있는 유전자 서열 
분석 방법 (sequencing technique)임을 밝혔다. 그
리고 Nilsson 등29은 2005년 담석에서 Helicobacter 
균종을 분류하는데 pyrosequencing을 적용하여 병
원성 미생물의 진단에 유용하게 이용하였다. 
본 연구에서 11개 Malassezia 효모균의 표준 
균주를 pyrosequencing으로 분석한 결과 11개 
Malassezia 표준 균주 중 M. obtusa와 M. furfur 2
가지 균주만 각각 100%와 93%의 일치율을 보이
면서 올바르게 동정되었다 (Table 3). 반면 나머지 
9가지 균주 중 4가지 균주는 전혀 다른 균주와 
일치하는 것으로 나타났으며, 5가지 균주는 어떤 
균주와도 일치하지 않았다. 이는 Malassezia 효모
균의 분석에 있어서 pyrosequencing 방법은 한계
가 있음을 의미 한다. 본 연구에서 분석한 한계
점을 정리하면 다음과 같다. (i) 첫째, Malassezia 
효모균의 염기 서열 정보가 충분하지 않으면 
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pyrosequencing을 적용하는데 한계가 있다. (ii) 둘
째, NCBI에 나타나 있는 sequence와 현재 본 연
구에서 대상으로 한 표준 균주의 sequence가 완
전하게 일치하지 않을 가능성도 고려해 볼 수 있
다. (iii) 셋째, DNA fragment를 최대 100 unit까지
만 읽을 수 있기 때문에 보통 30~40 bp 안에서 
균주를 분류 및 동정할 수 있어야 하므로 분석하
고자 하는 균주에는 가변 영역이 반드시 필요하
다. 그러나 본 연구에서 표적으로 분석했던 가변 
영역이 11개 표준 균주를 동정할 수 있는 부분으
로써 적절하지 않았을 가능성이 있다. (iv) 넷째, 
똑같은 염기 서열이 5 base 이상 연속으로 존재
할 경우 pyrosequencer가 이를 감지하는데 종종 
오류가 발생할 수 있다. 따라서 11개 표주 균주
를 pyrosequencing을 이용하여 분석하는 과정에
서 이러한 오류의 가능성을 배재할 수 없다. 그 
외에도 실험 과정에 필요한 software와 pyrosequ- 
encer, 그리고 소요되는 kit 등이 너무 비싸기 때
문에 비용적인 문제가 있다. 
본 연구에서 시도한 pyrosequencing은 Mala- 

ssezia 효모균의 분석 방법으로서 새로운 시도로 
가능성을 관찰하였다. 앞으로 임상적으로 적용하
기 위해서는 본 효모균의 전체 유전자 서열을 밝
히는 노력이 필요하다. 또한 유사한 유전자 구
조를 갖고 있는 Malassezia 효모균사이에 서로 
다른 가변 영역의 염기 서열을 표적으로 하는 
pyrosequencing을 통하여 동정하는 추가 연구가 
필요할 것으로 생각한다. 

 
결  론 

 
본 연구에서는 pyrosequencing 방법을 Mala- 

ssezia 효모균 동정에 적용하여 Malassezia 효모
균으로 인한 질병의 신속한 진단 및 치료에 있
어서 임상적용 가능성 여부 및 유용성을 평가하
고자 하였다. 따라서 11개 Malassezia 표준 균주
를 대상으로 pyrosequencing을 시행하였고, 다음
과 같은 결과를 얻었다. 

1. Glass beads 방법을 사용하여 11종의 Mala- 

ssezia 표준 균주의 genomic DNA를 성공적으로 
분리하였고, 그 결과 11가지 표준 균주 모두에서 
130 bp 크기의 PCR bands를 확인할 수 있었다. 

2. 11개 Malassezia 표준 균주를 pyrosequencing
으로 30 bp의 염기 서열 분석을 통하여 얻은 
pyrogram 자료와 NCBI로부터 얻은 염기 서열 정
보를 비교 분석한 결과 M. obtusa와 M. furfur 2가
지 균주만 각각 100%, 93%의 높은 일치율을 보
이면서 동정되었다. 

3. 그러나 M. restricta, M. sympodialis, M. 
japonica, 그리고 M. yamatoensis 4가지 균주의 경
우 전혀 다른 균주와 일치하는 것으로 나타났으
며, 나머지 M. dermatis, M. globosa, M. nana, M. 
pachydermatis, 그리고 M. slooffiae 5가지 균주는 
어떤 균주와도 일치하지 않아 pyrosequencing을 
통한 균주 동정은 실패하였다. 
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