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Background: Malassezia yeast are lipophilic fungi that are found in 75~80% of healthy adults. The 
yeast are known to be associated with pityriasis versicolor, seborrheic dermatitis, Malassezia folliculitis, 
and recently its pathogenicity is being expanded to other various skin disorders, such as atopic dermatitis 
and acne vulgaris. Up to present, mycological studies on Malassezia yeast have been carried out mostly 
through morphological analysis and biochemical analysis. Recently however, various molecular biological 
techniques are being preferred over morphological analysis, which is not a suitable method for establishing 
taxonomic relationship between species, and more or less time-consuming. 

Objective: We sought to implement novel molecular biology technique, namely 26S rDNA PCR-
RFLP method in identifying and classifying Malassezia yeast, and assess its clinical applicability. 

Methods: Eleven standard strains and eight clinical isolates were thoroughly examined with special 
attention to the shape of the colonies, size and change in media. Subsequently, the colonies were classified 
according to Guého classification. For molecular analysis, RFLP analysis was carried out after DNA 
was isolated from each organism and 26S rDNA was amplified through PCR. The results of identification 
were confirmed by 26S rDNA sequencing. 

Results: In PCR analysis to amplify the 26S rDNA, a 580bp PCR band was seen in all of eleven 
standard colonies. On analysis of PCR-RFLP of 26S rDNA using restriction enzymes Hha1 and BstF51, 
all of the database in the restriction pattern of each species was attained. On analyzing eight clinical 
isolates, a restriction pattern which was interspecifically distinguishable, was identified, and the result 
was in accord with the pattern obtained from 26S rDNA PCR-RFLP of standard colonies. Out of eight, 
seven clinical isolates colonies was in accord with the result of 26S rDNA PCR-RFLP. In order to 
assess the precision of 26S rDNA PCR-RFLP, 26S rDNA sequencing was performed, whose result was 
in accord with 26S rDNA PCR-RFLP analysis. 

Conclusion: As evidenced above, 26S rDNA PCR-RFLP analysis could provide a sensitive and 
rapid identification system for Malassezia species, which may be applied to epidemiological surveys 
and clinical practice. [Kor J Med Mycol 2006; 11(3): 141-153] 
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서  론 

 
Malassezia 효모균은 지질친화성 균종으로 피부의 

정상 균총에 속하는 진균이며 건강한 성인의 75~ 

98%에서 발견된다1,2. 본 효모균은 1889년 소개된 
이후3 현재까지 전풍 (pityriasis versicolor), 지루피부

염 (seborrheic dermatitis), Malassezia 모낭염 (Mala- 
ssezia folliculitis) 등의 피부질환과 관련되어 있다고 
알려져 왔으며, 최근 아토피 피부염과 심상성 여드

름 및 건선에 이르기까지 그 원인균으로서 병원성

이 점차 대두되고 있다4. 1996년 Guého 등5은 형태

학적, 생물학적으로 Malassezia 효모균을 새로 분리

하여 총 7개 균종 (M. furfur, M. obtusa, M. globosa, M. 
slooffiae, M. sympodialis, M. pachydermatis, M. restricta)
으로 재분류한 이후 Malassezia 효모균의 진균학적 
연구는 배양 후 Malassezia의 colony 크기, 표면상

태, 색깔, 모양 등 형태학적 특징에 의한 분석 (mor- 
phological analysis)과 효소반응의 유무를 관찰하는 
생화학적인 분석 (biochemical analysis)을 통해 이루

어져 왔다6. 그러나 형태학적인 분류는 곰팡이를 분
류하고 동정하는 목적으로 적합하지만 계통학적인 
요소가 결여되어 이들 간의 유연관계를 밝히기에는 
적합하지 않고, 분류를 위해 여러 가지 실험법들을 
거치게 되어 많은 시간이 소요되며, 새로운 균주를 
동정하고 분류함에 있어 많은 한계점을 가지고 있
다. 이러한 한계점을 극복하고자 최근 연구에서는 
polymerase chain reaction (PCR)7, pulsed field gel 
electrophoresis (PFGE)8, amplificated fragment length 
polymorphism (AFLP)9~11, denaturing gradient gel elec- 
trophoresis (DGGE)10, random amplification of poly- 
morphic DNA (RAPD)10,11, single strand conformation 
polymorphism (SSCP)12, terminal fragment length poly- 
morphism (tFLP)13, restriction fragment length poly- 
mrophism (RFLP)14~18, sequencing analysis19 등 다양

한 분자생물학적 기법을 적용하고 있다. 그러나 아
직 국내에서는 Malassezia 효모균의 동정 및 분류에 
있어 분자생물학적 적용에 관한 연구는 미흡한 실정

이다. 
이에 저자는 Malassezia 효모균의 동정 및 분류에 

신속하고 정확한 분자생물학적 방법을 적용함으로

써 기존의 형태학 및 생화학적 동정의 한계를 극복

한 연구방향을 제시하고, 이를 연구하는데 필요한 
기초적인 자료를 제시하고자 한다. 이를 위해 11개 
Malassezia 효모균의 표준균주를 대상으로 26S rDNA
부분을 증폭한 후 PCR-RFLP를 이용하여 분석하고 
실험 조건 및 분석방법을 표준화하고자 한다. 또한 
임상분리균주의 분류 및 동정에 26S rDNA PCR-
RFLP 방법과 형태학적 동정의 결과를 비교 분석함

으로써 임상적용 가능성 여부 및 유용성을 평가하

고자 한다. 
 

대상 및 방법 

1. 표준균주 (Standard strains) 

Malassezia 효모균의 표준균주는 한국생명공학연

구원 생물자원센터에서 분양 받은 Malassezia furfur 
(KCTC 7743), M. obtusa (KCTC 7847), M. pachyder- 
matis (KCTC 17008), M. restricta (KCTC 7848), M. 
slooffiae (KCTC 17431), M. sympodialis (KCTC 7985)
과 Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)에서 
분양 받은 M. globosa (CBS 7966), M. yamatoensis 
(CBS 9725), Japanese Collection of Microorganisms 
(JCM)에서 분양 받은 M. dermatis (JCM 11348), M. 
nana (JCM 12085), M. japonica (CBS 9432) 총 11개 
Malassezia 표준균주를 대상으로 하였다 (Table 1, 2). 

2. 임상분리균주 (Clinical isolate) 

임상분리균주는 정상 성인의 두피, 안면부, 전흉

부, 지루피부염 병변, 전풍 병변, 그리고 정상 외이

도에서 분리한 8개 Malassezia 균주를 대상으로 하

였다 (Table 3). 

3. 진균학적 분석 

1) Leeming과 Notman배지의 준비 

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, Hampshire, 
UK) 12 g, Tween 60 (Yakuri, Osaka, Japan) 0.5 ml, 
glycerol (Tedia, Fairfield, USA) 1 ml을 넣고 잘 녹인 
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후 121℃에서 20분간 멸균 소독하였다. 멸균 후 
cycloheximide (Sigma, St Louis, MO, USA) 200 mg, 
chloramphenicol (Sigma, St Louis, MO, USA) 50 mg을 
첨가하고 이어 초고온 멸균 비탈지 우유 (Konkuk 
Dairy, Seoul, Korea) 5 ml을 첨가하였다. 잘 혼합한 
후 즉시 petri dish에 분주하고 사용 시까지 냉장 보
관하였다. 

2) 배 양 

표준균주와 임상분리균주를 Leeming과 Notman 
배지에 접종한 후 34℃에서 2주간 배양하였다. 

3) 생화학 및 형태학적 분류 

배양된 Malassezia 표준균주를 분류하기 위하여 
형성된 집락의 형태, 크기 및 배지의 변화 등 형태

학적 소견을 관찰하였고, 집락의 일부를 병리용 슬
라이드 상에서 Parker Q ink와 15% KOH 용액을 
1:1로 혼합한 용액으로 염색하여 효모균의 형태학적 
소견을 관찰하였다. 또한, 형태학적 소견과 함께 
30% H2O2 catalase 검사, 0.5% Tween 60와 0.1% 
Tween 80만을 첨가한 2% glucose/1% peptone 배지

에서의 성장여부를 분석하였다. 

4. 분자생물학적 분석 

1) Genomic DNA의 분리 

Genomic DNA 분리는 Glass beads 방법을 사용하

였다20. 균체를 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 
voltexing하였다. 다시 400 μl phenol/chloroform/iso- 
amyl alcohol (phenol: chloroform: isoamyl alcohol= 
25:24:1, v/v)을 섞은 후 0.5 mm 직경의 glass beads 
400 mg을 혼합한 후 실온에서 10분간 voltexing하였

다. 10분 간 15,000 rpm으로 원심분리 후 상등액을 

Table 1. Malassezia species used as standard strains 

Species Standard Strains 

M. dermatis JCM 11348 

M. furfur KCTC 7743 

M. globosa CBS 7966 

M. japonica CBS 9432 

M. nana JCM 12085 

M. obtusa KCTC 7847 

M. pachydermatis KCTC 17008 

M. restricta KCTC 7848 

M. slooffiae KCTC 17431 

M. sympodialis KCTC 7985 

M. yamatoensis CBS 9725 

KCTC, Korean Collection for Type Cultures; CBS,
Centraalbureau voor Schimmelcultures; JCM, Japanese
Collection of Microorganisms; M., Malassezia 

Table 2. Morphologic and biochemical characterization of standard Malassezia species 

Species Cell Morphology Tween 60 Tween 80 Catalase 

M. dermatis Ellipsoidal, globose + + + 

M. furfur Globose, Ellipsoidal + + + 

M. globosa Globose - - + 

M. japonica Globose, Ellipsoidal + - + 

M. nana Ellipsoidal + - + 

M. obtusa Ellipsoidal, cylindrical - - + 

M. pachydermatis Ellipsoidal + + + 

M. restricta Globose, Ellipsoidal - - - 

M. slooffiae Ellipsoidal, cylindrical + - + 

M. sympodialis Ellipsoidal + + + 

M. yamatoensis Ellipsoidal + + + 

M., Malassezia 
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eppendorf tube에 옮긴 후 동량의 chloroform/isoamyl 
alcohol (chloroform: isoamyl alcohol=24:1, v/v)을 넣고 
실온에서 10분간 voltexing 후 10분 간 15,000 rpm으

로 원심분리 하였다. 상등액과 동량의 isopropanol을 
첨가한 후 -20℃에서 20분간 DNA를 침전시킨 후 
15분 간 15,000 rpm으로 원심분리 하였다. 상등액을 
제거한 후 70% ethanol로 세척하고 37℃에서 20분 
건조시킨 후 증류수로 용해시켜서 -20℃에서 보관

하였다. 
2) 26S rDNA의 PCR 

26S rDNA을 증폭하기 위해 primer는 11종의 표

준균주를 한 번에 증폭이 가능한 염기서열을 선택

하였고, 그 염기서열은 forward 5'-TAACAAGGA- 
TTCCCCTAGTA, reverse 5'-ATTACGCCAGCATCC- 
TAAG이었다18. 0.25 mM deoxynucleoside triphosphate 
(dNTPs), 10X PCR buffer, 5X Q buffer, 0.5 M primer, 
1.25 U Hot StarTaq polymerase, Genomic DNA 용액 1 
μl을 포함하여 PCR amplification 반응 혼합물이 40 
μl가 되도록 하였다. PCR은 Mastercycler 5333 (Epp- 
endorf, Hamburg, Germany)을 사용하였다. 반응 조건

은 pre-denaturation 단계 95℃에서 14분, denaturation 
단계 94℃에서 45초, annealing 단계 55℃에서 45초, 
72℃에서 1분간 extension을 35회 반복하였고 마지

막 extension은 72℃에서 7분간 시행하였다. 증폭된 
DNA는 TAE buffer상에서 1.5% (w/v) agarose gel을 
100 volt로 전기영동 후 ethidium bromide로 염색하

여 UV 투과조명기 (UV transilluminator)로 관찰하

였다. 
3) PCR 산물의 정제와 RFLP 분석 

증폭된 26S rDNA의 확인 후 PCR 산물을 Accu- 
Prep PCR purification kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 
이용하여 정제하였다. Malassezia 효모균의 26S rDNA
의 RFLP 분석을 위해 두 가지 제한효소 Hha1 (Ta- 
kara Biomedicals, Otsu, Japan)과 BstF51 (SibEnzyme, 
Novosibirsk, Russia)을 이용하였다. 제한효소반응은 
10X PCR buffer, 10 U Hha1, PCR 산물 7.5 μl을 포함

한 반응 혼합물이 20 μl가 되도록 하였고 37℃에서 
3시간 반응 후 TAE buffer 상에서 3.5% (w/v) NuSieve 
GTG agarose gel (FMC, Rockland, ME, USA)을 100 
volt로 전기영동 후 ethidium bromide로 염색하여 UV 
투과조명기로 DNA 분절의 크기와 수를 확인하여 
RFLP pattern을 분석하였다. 

4) Cloning and sequencing of 26S rDNA 

Malassezia 임상분리균주 8종의 26S rDNA를 PCR
하여 얻어진 산물을 pGEM-T easy vector (Promega, 
Madison, WI, USA)에 클로닝 하였다. E. coli DH5에 
형질전환하기 위해, 37℃에서 흡광도가 600 nm에서 
0.5Au가 될 때까지 50 ml의 LB broth에서 E. coli 
DH5를 배양하였다. E. coli DH5를 3,500 rpm에서 5
분간 원심분리 후 pellet을 0.1 M CaCl2 3 ml로 용해

시켜 competent cell을 준비하였다. Competent cell 
200 μl에 pGEM-T easy vector와 26S rDNA의 liga- 

Table 3. Clinical isolates used in this study 

Identification Method % Homology 
Strain 

No Source 
Phenotypic Method PCR-RFLP 26S rDNA 

Sequencing 
(to DBJ/EMBL/GenBank 

Accession number) 

1 NS M. furfur M. sympodialis M. sympodialis 100% (AY743627) 

2 NS M. globosa M. globosa M. globosa  99% (AY743604) 

3 NS M. restricta M. restricta M. restricta 100% (AY743607) 

4 NS M. slooffiae M. slooffiae M. slooffiae 100% (AY743606) 

5 NS M. sympodialis M. sympodialis M. sympodialis  99% (AY743627) 

6 SD M. restricta M. restricta M. restricta  99% (AY743607) 

7 PV M. globosa M. globosa M. globosa  99% (AY743604) 

8 EW M. furfur M. furfur M. furfur 100% (AY743602) 

NS, Normal subject; PV, Pityriasis versicolor; SD, Seborrheic dermatitis; EW, Ear wax; M., Malassezia 
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tion mixture를 첨가한 후 얼음물에서 30분간 두었다

가 42℃에서 50초간 heat shock을 준 후 곧바로 얼

음물에서 1분간 두었다. 여기에 800 μl의 LB broth를 
첨가한 후 37℃에서 1시간 두었다가 미리 준비한 
ampicillin (50 μg/ml)을 포함한 LB agar에 분주한 후 
37℃에서 16~18시간 배양하였다. 염기서열의 분석을 
위해 여기에서 얻어진 형질전환체를 plasmid extrac- 
tion kit (Bioneer, Daejeon, Korea)을 이용하여 정제한 
후 염기서열을 분석하였다 (Macrogen, Seoul, Korea). 
26S rDNA sequencing 결과를 토대로 GenBank에 확
보된 데이터베이스 내의 서열과 일치여부를 확인하

기 위해 GenBank의 BLAST program을 이용하여 기
존에 밝혀져 있는 염기서열들과 비교하였고 상동성

이 가장 높은 염기서열을 찾아 동정하였다. 
 

결  과 

1. Malassezia 표준균주 (Standard strains of 

Malassezia yeast) 

1) 진균학적 검사결과 

Malassezia 효모균 11개 표준균주를 대상으로 형
태학적 및 생화학적 분석의 결과 M. furfur (KCTC 
7743), M. obtusa (KCTC 7847), M. pachydermatis 
(KCTC 17008), M. restricta (KCTC 7848), M. slooffiae 
(KCTC 17431), M. sympodialis (KCTC 7985), M. glo- 
bosa (CBS 7966)는 Guého 등5의 분류지표에 합당한 
소견이 관찰되었다 (Table 2). 

M. yamatoensis (CBS 9725)와 M. dermatis (JCM 
11348)는 catalase에 양성반응을 보였고, 0.5% Tween 

60와 0.1% Tween 80만을 첨가한 2% glucose/1% 
peptone 배지에서 모두 성장하였다. M. yamatoensis 
(CBS 9725)는 약간 광택이 있으며, 백색 또는 노란

색을 띠면서 버터 같은 집락을 형성하였고 현미경

적으로 좁은 기저면을 형성하는 타원형 효모세포가 
관찰되었다. M. dermatis (JCM 11348)는 약간 광택이 
있고, 부드러운 버터양상의 원형 집락을 형성하였으

며, 현미경적으로 원형 또는 타원형 효모세포와 효
모세포의 아포형성 (budding)이 관찰되어 M. furfur, 
M. sympodialis와 유사한 현미경적 소견이 관찰할 
수 있었다. 

M. nana (JCM 12085)와 M. japonica (CBS 9432)는 
catalase에 양성반응을 보였고, 0.5% Tween 60을 첨
가한 2% glucose/1% peptone 배지에서 성장하였으나 
0.1% Tween 80만을 첨가한 2% glucose/1% peptone 
배지에서는 성장하지 않았다. M. nana (JCM 12085)
는 광택이 있고 부드러운 표면을 가진 노란색 융기

된 집락을 형성하였고 현미경적으로 작은 원형에서 
타원형의 작은 효모세포가 관찰되었다. M. japonica 
(CBS 9432)는 약간 광택이 있으며, 주름이 있는 창
백한 노란색을 띠는 버터 같은 집락을 형성하고 있
었으며, 현미경적으로 원형 또는 타원형의 효모세포

가 관찰되었으며 sympodial budding이 관찰되었다 
(Table 2). 

2) 분자생물학적 결과 

배양한 Malassezia 표준균주 균체를 Glass beads 
방법을 사용함으로써 Genomic DNA의 분리를 성공

적으로 수행하였다. 26S rDNA 부위를 증폭하기 위
해 PCR을 실행한 결과 11가지 표준균주에서 모두 

Fig. 1. 26S rDNA PCR products of 11 Malassezia standard strains (Lane M; 100 bp DNA ladder, Lane 1; M. furfur, 
Lane 2; M. sympodialis, Lane 3; M. globosa, Lane 4; M. restricta, Lane 5; M. slooffiae, Lane 6; M. pachydermatis, Lane 
7; M. japonica, Lane 8; M. nana, Lane 9; M. dermatis, Lane 10; M. obtusa, Lane 11; M. yamatoensis, Lane 12; negative 
control). 
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580 bp 크기의 PCR band를 확인하였다 (Fig. 1). 
PCR 산물을 제한효소 Hha1로 절단하여 각 분절

의 수와 크기를 확인한 결과 이용하여 M. furfur, M. 
pachydermatis, M. globosa, M. obtuse, M. restricta, M. 
slooffiae, M. nana, M. japonica, 그리고 M. yamatoensis
는 균종간 구별이 가능한 restriction pattern이 관찰되

었다 (Fig. 2A). 그러나 제한효소 Hha1로 절단했을 
때 M. sympodialis와 M. dermatis는 동일한 pattern을 
보였다. 두 균주를 구분하기 위해 추가적으로 제한

효소 BstF51로 절단한 결과 M. sympodialis와 M. 
dermatis는 다른 restriction pattern을 보여 두 종이 
다른 균종임을 확인하였다 (Fig. 2B). 따라서 제한효

소 Hha1과 BstF51을 이용하여 26S rDNA의 PCR-
RFLP pattern을 분석함으로써 모든 Malassezia 표준

균주를 구분할 수 있었고, 각 균주가 가지는 고유한 
restriction pattern에 대한 database를 확보할 수 있

었다. 

2. 임상분리균주 (Clinical isolate) 

26S rDNA PCR-RFLP 방법을 이용하여 임상분리

균주의 분류 및 동정방법의 적용가능성을 확인하고 
형태학적 동정과 분자생물학적 동정방법의 결과를 
비교 분석하기 위해 정상 성인의 두피, 안면부, 전
흉부에 분리한 5개 임상분리균주, 지루피부염 병변, 
전풍 병변, 그리고 정상 외이도에서 분리한 3개 임
상분리균주, 총 8개 Malassezia 임상분리균주를 대

상으로 진균학적 검사와 분자생물학적 검사를 시행

하였다. 
1) 진균학적 검사결과 

임상분리균주를 Guého 등5의 분류지표에 따라 동
정한 결과 정상 성인 피부의 두피에서는 M. restricta, 
안면부에서는 M. slooffiae, M. sympodialis, 전흉부에

서는 M. globosa, M. furfur가 동정, 분리되었고, 지루

피부염 병변에서 M. restricta, 전풍 병변에서는 M. 
globosa, 정상인의 외이도에서는 M. furfur가 동정, 
분리되었다 (Table 3). 

2) 분자생물학적 결과 

배양한 Malassezia 임상분리균주를 대상으로 26S 
rDNA 부위를 증폭하기 위해 PCR을 실행한 결과 
580 bp 크기의 PCR band이 확인되었다 (Fig. 3A). 

B 

A 

Fig. 2. PCR-RFLP patterns of 26S rDNA PCR disgested with Hha1 (A), BstF51 (B) of Malassezia standard strains
(Lane M; 100 bp DNA ladder, Lane 1; M. furfur, Lane 2; M. sympodialis, Lane 3; M. globosa, Lane 4; M. restricta, 
Lane 5; M. slooffiae, Lane 6; M. pachydermatis, Lane 7; M. japonica, Lane 8; M. nana, Lane 9; M. dermatis, Lane 10; 
M. obtusa, Lane 11; M. yamatoensis). 
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PCR 산물을 제한효소 Hha1, BstF51로 절단하여 각 
분절의 수와 크기를 확인한 결과 정상 성인 피부에

서 분리한 임상균주 M. globosa, M. restricta, M. slo- 
offiae, M. sympodialis와 지루피부염 병변에서 분리된 
M. restricta, 전풍 병변에서 분리된 M. globosa, 정상

인의 외이도에서 분리된 M. furfur는 균종간 구별이 

가능한 restriction pattern을 확인하였고 표준균주의 
26S rDNA PCR-RFLP에서 산출한 pattern과 일치하

는 소견을 보였다 (Fig. 3B, C). 
Guého 등의 분류지표를 근거로 시행한 형태학적 

분석과 26S rDNA PCR-RFLP 분석의 동정결과를 비
교한 결과 7개 임상분리균주에서 일치하였다 (Table 
3). 그러나 정상 성인 피부에서 분리된 균주 중 형
태학적 동정에서 M. furfur로 동정되었던 균종은 26S 
rDNA PCR-RFLP 분석에서 M. sympodialis로 동정되

었고, 정확한 동정을 위해 26S rDNA sequencing을 
시행한 결과 M. sympodialis로 동정되었다. 나머지 
7개 임상분리균주에 대해서 추가 분석한 결과 26S 
rDNA sequencing 결과와 26S rDNA PCR-RFLP 분석

에 의한 동정결과가 모두 일치하였다 (Table 3, Fig. 4). 
 

고  찰 
 
Malassezia 효모균은 피부의 정상 균총에 속하는 

진균이며 건강한 성인의 75~98%에서 발견된다1. 
1996년 Guého 등5은 형태학적, 생물학적으로 Mala- 
ssezia 효모균을 새로 분리하여 총 7개 균종 (M. fur- 
fur, M. obtusa, M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, 
M. pachydermatis, M. restricta)으로 재분류한 이후 
Malassezia 효모균의 진균학적 연구는 배양 후 Mala- 
ssezia colony의 크기, 표면상태, 색깔, 모양 등 형태

학적 특징에 의한 분석 (morphological analysis)과 효
소반응의 유무를 관찰하는 생화학적인 분석 (bioche- 
mical analysis)을 통해 이루어져 왔다6. 그러나 최근 
유전형을 분석하기 위한 분자생물학적 기법들이 진
균간의 분류 및 감별에 이용되고 있고, 이를 토대로 
최근 일본에서는 새로운 4가지 균종 M. dermatits21, 
M. japonica22, M. nana23, M. yametoensis24를 보고하

였다. 
형태학적인 분류는 진균을 분류하고 동정하는 목

적으로 적합 하지만 많은 시간이 소모되며, 형태관

찰에 숙달된 소수의 연구자에 의하여 주도되어 왔
고 그 분류체계는 학자마다 견해를 달리하여 객관

적인 기준을 설정하기 어렵다. 또한 새로운 균주에 
대한 동정 및 분류에 명확한 근거를 제시하는데 한
계를 가지고 있고, 계통학적인 요소가 결여되어 이
들 간의 유연관계를 밝히기에는 적합하지 않다. 진

B 

C 

A 

Fig. 3. PCR-RFLP patterns of 26S rDNA PCR dige-
sted with Hha1 (B), BstF51 (C) of Malassezia clinical 
isolates. 26S rDNA PCR product before (A) (Lane M; 
100 bp DNA ladder, Lane 1; M. sympodialis isolated 
form normal subject, Lane 2; M. globosa isolated form
normal subject, Lane 3; M. restricta isolated form nor-
mal subject, Lane 4; M. slooffiae isolated form normal
subject, Lane 5; M. sympodialis isolated form normal
subject, Lane 6; M. restricta isolated form seborrheic
dermatitis patient, Lane 7; M. globosa isolated form pity-
riasis versicolor patient, Lane 8; M. furfur isolated form
ear wax) and after digestion with Hha1 (B) (match the
lane with figure A) and after digestion with BstF51 (C).
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균의 분류 및 동정은 형태, 생리, 생화학적 특징을 
이용하는 고전적인 방법보다 분석기술과 분자생물

학의 발달로 유전자의 구조 및 특징을 이용하는 분
자계통학적 방법이 전 세계적으로 보편화 되어 있
으나 국내의 현실은 아직도 대부분 고전적인 방법

에 의존하고 있는 실정이다. 2006년 이 등25은 우리

나라 정상인에 있어서 Malassezia 효모균의 분포에 
대한 개괄적인 기초 자료를 제시하였으나 이 또한 
고전적인 방법에 의존했기 때문에 정확한 Mala- 
ssezia 동정에 많은 한계를 가지고 있다. 이러한 한
계점을 극복하고자 최근에는 Malassezia 효모균의 
동정 및 분류함에 있어 PCR, PFGE, AFLP, DGGE, 
RAPD, SSCP, tFLP, RFLP 등 다양한 분자생물학적 
기법을 이용한 새로운 접근들이 시도되고 있고, 이를 
분석하는 장비와 소프트웨어가 개발되고 있다7~19. 

Senczek 등8은 PFGE 방법으로 Malassezia 종의 
7가지 유전자형을 산출해 냈고 이 종들 간에 구별을 
가능하게 하였다. PFGE 방법은 균종의 아형분류에 
적합하고 재현성과 변별력이 뛰어난 분자생물학적 
방법이나, 전문 장비가 필요하고, 시간과 비용이 많
이 소요되며 고도의 숙련된 기술을 요구하기 때문에 
임상적으로 적용하기에는 제한점이 많다. 

Theelen 등10은 종간의 다양성과 계통학적 유연관

계를 분석하기 위해 AFLP, RAPD, DGGE를 적용하

여 Malassezia 동정을 시도하였다. AFLP는 재현성이 
높아서 실험결과에 대한 신뢰성이 높으며, 실험대

상에 대한 염기서열 정보가 없어도 가능하며, 동일

한 primer에 대해 응용성이 높고, 실험의 방향에 
따라 장비와 비용의 이점을 가지고 올 수 있다26. 
그러나 다른 유전자 분석법들과 비교할 때 많은 
Malassezia 계통간에 아형분류를 분석하는데 유용한 
방법이나 결과들이 너무 복잡하고 해석이 난해하

므로 이를 해석할 수 있는 소프트웨어가 필요하다. 
RAPD는 한 개의 임의의 primer를 이용하여 증폭된 
DNA의 단편들의 다형성을 관찰하는 방법으로, 분

자 역학적인 형별구분 방법으로서 이용될 수 있는 
방법이다27. RAPD 방법은 PFGE에 비해 검사 시간

이 짧고 특별한 장비가 필요하지 않으며 사용하는 
primer에 따라 300 bp에서 3 kb까지의 분자량을 가
진 DNA band가 나타나 균주간의 분별력이 높다. 그
러나 다소 분석방법이 복잡하고 난해하기 때문에 임

상적으로 분리된 효모균을 쉽게 동정하기 어렵다. 
DGGE는 염기서열이 다르고 크기가 같은 DNA의 
단편을 농도구배가 있는 gel 상에서 전기영동시킴으

로써 DNA의 염기서열 차이에 따라 2차 구조의 변
화 또는 이중나선의 구조적 변화가 발생되고 전기

영동시 이동 속도가 달라져 일정한 전기영동 pat- 
tern을 보이게 하는 원리를 이용한 방법이다10. 그러

나 PFGE처럼 전문장비와 많은 시간이 소모되며 고
도의 기술이 필요하므로 임상적 적용에 한계를 가
진다. 실험결과에 대한 가장 신뢰성 있는 결과를 산
출하는 DNA sequencing은 어떠한 방법보다 확실한 
방법이나 비용과 시간적인 면에서 효율성이 떨어져 
임상적 적용에 어려움이 있다. 

SSCP는 DNA의 염기서열 차이에 따라 2차구조의 
변화 또는 이중나선의 구조적 변화를 발생시킨 후 
전기영동시 이동 속도가 달라지게 하여 일정한 전

기영동 pattern을 보이게 한다12. SSCP 방법은 DNA
의 polymorphism을 검출할 수 있으며 진균 동정에 
적합한 방법이나 시간이 오래 걸리고 숙련된 실험

기술이 필요하고 single-stranded DNA가 온도와 pH
에 영향을 쉽게 받기 때문에 실험 동안 온도와 pH 
유지가 어려워진다면 결과에 영향을 미칠 수 있다. 

tFLP는 매우 적은 양의 검체로부터 Malassezia 
species를 확인하는데 매우 빠르고 신뢰성이 높은 
방법이다13. Fungal DNA로부터 1차적으로 ribosomal 
gene을 목표로 PCR하고, fluorescently labeled primer 
이용하여 2차적으로 ITS1, ITS2 region을 nested PCR
한 후 fluorescent-DNA sequencer를 이용하여 frag- 
ment length를 분석함으로써 Malassezia 균주를 동

정하는 방법이다. 각 균주마다 size가 다른 고유의 
ITS1, ITS2 sequence를 가지고 있기 때문에 이를 
fluorescent-DNA analysis를 통해 각 균주를 동정할 
수 있다. 이 방법은 restriction digestion 단계가 생략

되므로 단시간에 동정할 수 있는 장점을 지니나 고
가의 fluorescent labeling PCR primer와 이를 분석하

기 위해 fluorescent-DNA sequencer가 필요하다는 단
점이 있다. 

본 연구에서 Malassezia의 동정기법으로 적용한 
RFLP 방법은 증폭된 DNA를 제한효소로 분절시킨 
후 잘려진 절편의 크기와 수에 따른 pattern을 분석

하는 방법으로 유전적 다양성을 확인할 수 있으며 
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신속, 정확하고, 비용적으로 경제적이며 특별한 장
비가 필요하지 않아 진균의 빠른 진단과 함께 역학

적 조사에 이용될 수 있다15~17. 
Gaitanis 등18은 지루피부염 병변, 전풍 병변, 동

물검체로부터 직접 인설을 채취하여 DNA를 추출하

고 ITS1 ITS2에 nested PCR을 시행한 후 3가지 제
한효소 AluI, HinfI, MspI을 사용하여 PCR-RFLP 분
석을 시행하였다. 그러나 이들 연구는 M. furfur, M. 
obtusa, M. globosa, M. slooffiae, M. sympodialis, M. 
pachydermatis, M. restricta 7가지 제한된 균주에 대
해서 시행하였고 새로 동정, 분리된 M. dermatits, M. 
japonica, M. nana, M. yametoensis에 대한 분석은 이
루어지지 않았다. 또한 3가지 제한효소를 가지고 분
석하였으므로 본 연구에서 시행한 방법보다 다소 복
잡하고 오랜 시간이 소요된다. Mirhendi 등19은 11개 
Malassezia 표준균주와 13개 임상분리균주를 대상으

로 26S rDNA에 대한 PCR-RFLP 분석을 시행하였

고 균종 간에 구별이 가능한 restriction pattern을 확
인하고 이를 토대로 동정하였다. 그러나 형태학적인 
분석은 시행하지 않고 26S rDNA PCR-RFLP 분석과 
ITS1 sequencing 결과를 비교하여 분자생물학적 방
법만을 분석하였다. 

본 연구에서는 8개 임상분리균주를 대상으로 형
태학적 동정과 분자생물학적 동정을 시행하였고, 2
가지 방법으로부터 얻은 결과를 비교 분석하였다. 
8개 임상분리균주 중 7개 균주가 Guého 등5의 분류

지표에 근거한 형태학적 분석결과, 26S rDNA PCR-
RFLP, 26S rDNA sequencing 분석결과 모두 일치하

였다. 그러나 Guého 등5의 분류지표에 근거한 형태

학적 분석결과 M. furfur로 동정되었던 균주는 26S 
rDNA PCR-RFLP 분석에서 M. sympodialis로 동정되

었고, 정확한 동정을 위해 26S rDNA sequencing을 
시행한 결과 M. sympodialis로 동정되었다. 추가적으

로 모든 임상분리균주를 대상으로 26S rDNA sequ- 
encing을 시행한 결과 26S rDNA PCR-RFLP 분석결

과와 100% 일치함을 확인할 수 있었다. 따라서 본 
연구에서는 26S rDNA PCR-RFLP 방법이 26S rDNA 
sequencing 방법만큼 정확한 분자생물학적 분석법임

을 입증할 수 있었다. 또한 실험방법이 신속하고, 정
확하다는 점을 고려해볼 때 26S rDNA PCR-RFLP 방
법은 Malassezia 효모균에 의한 질병의 진단 검사방

법으로써 유용할 것으로 생각된다. 
본 연구에서 M. sympodialis를 M. furfur로 동정 

오류를 범한 이유는 첫째, 두 종간이 Guého 분류지

표에서 유사한 생화학적 특징을 가지고 있기 때문에 
구분하기 어려우며, 둘째, 형태학적 분석 당시 M. 
sympodialis에서 관찰 가능한 sympodial budding이 
관찰되지 않았을 가능성이 있고, 셋째 실제 Tween 
20을 지질성분으로 10% 첨가한 배지에서의 성장여

부를 확인을 하지 않았기 때문에 정확한 균주로 분
석하는데 한계가 있었을 것이다. 또한 형태학적 분
석은 형태관찰에 숙달된 연구자에 의하여 이루어지

므로 숙련되지 않은 연구자에 의한 동정 오류 가능

성도 배제할 수 없다. 
Sugita 등21에 의해 처음 동정된 M. dermatis는 

phylogeny tree상 M. sympodialis와 cluster를 이루나 
Tween utilization과 catalase test와 같은 방법으로 분
석할 때 M. furfur와 유사한 특징을 가지기 때문에 
형태학적 방법 및 생화학적 방법으로 두 균주를 구
분할 수 없다고 보고하였다. 이러한 점을 미루어 볼 
때 형태학적 분석은 동일한 형태학적 소견에 대하여 
학자마다 다른 견해 가질 수 있으며, 객관적인 기준

설정이 모호하고, 새로운 균주에 대한 동정 및 분류

에 명확한 근거를 제시하는데 한계를 가지고 있음을 
알 수 있다. 

본 연구에서 목표로 정한 26S rDNA는 적절한 염
기서열 정렬을 위해 유용하고 고도로 보존된 염기

서열을 포함하고 있고, 종 특이적인 제한효소분석

을 위한 표지로 이용할 수 있는 충분한 염기서열의 
변이성을 포함하고 있다18. 그러므로 26S rDNA PCR-
RFLP 방법은 새로운 형태분류법과도 잘 일치를 이
루면서 현재 밝혀진 Malassezia 종의 동정에 적용될 
수 있다. 또한 본 연구에서 적용한 26S rDNA PCR-
RFLP 방법은 단지 PCR과 Hha1, BstF51 두 개의 제
한효소만 필요로 하며, 기술적으로 대부분의 다른 
분자생물학적인 접근법보다 간단하며 정확함을 확

인할 수 있었다. 
최근 연구에서 Malassezia 균종을 규명하기 위해 

새로운 분자생물학적 기법을 적용하고 기존 방법의 
단점을 보완하는 다양한 연구가 진행되고 있으나 
아직 국내연구는 미비한 실정이다. 향후 Malassezia 
동정에 있어 높은 정확성과 신뢰성, 그리고 빠르게 
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분석이 가능한 다양한 방법이 고안되고, 보다 발전

된 분자생물학적 기법이 진균의 동정, 분류 및 진단

검사방법으로 적용되어야 할 것으로 사료된다. 
 

결  론 
 
본 연구에서는 Malassezia 효모균의 동정 및 분류

에 있어 분자생물학적 방법을 적용함으로써 기존의 
형태학 및 생화학적 동정의 한계를 극복한 연구방향

을 제시하기 위해 26S rDNA PCR-RFLP 방법 적용

하였고, 본 방법의 임상적용 가능성 및 유용성을 평
가하고자 하였다. 11개 표준균주와 8개 임상분리균

주를 대상으로 집락의 형태, 크기 및 배지의 변화 
등 형태학적 소견과 Guého 분류지표에 의거하여 형
태학적 분석을 시행하였고, 26S rDNA PCR-RFLP, 
26S rDNA sequencing을 통한 분자생물학적 분석을 
시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 26S rDNA 부위를 증폭하기 위해 PCR을 실행

한 결과 11개 Malassezia 표준균주에서 모두 580 bp 
크기의 PCR band를 확인하였다. 

2. 제한효소 Hha1과 BstF51을 이용하여 증폭된 
26S rDNA의 PCR-RFLP pattern을 분석한 결과 Mala- 
ssezia 표준균주간 구별이 가능한 restriction pattern
이 관찰되었다. 

3. 11개 Malassezia 표준균주를 대상으로 분석한 
결과, 1차적으로 제한효소 Hha1로 절단했을 때 M. 
sympodialis와 M. dermatis는 동일한 pattern을 보였

다. 두 균주를 구분하기 위해 추가적으로 제한효소 
BstF51로 절단한 결과 M. sympodialis와 M. dermatis
는 다른 restriction pattern을 보여 두 종이 다른 균

종임을 확인하였다. 
4. 8개 Malassezia 임상분리균주를 대상으로 분석

한 결과 균종간 구별이 가능한 restriction pattern이 
관찰되었고 표준균주의 26S rDNA PCR-RFLP에서 
산출한 pattern과 일치하는 소견을 보였다. 

5. Malassezia 임상분리균주 중 형태학적 분석에서 
M. furfur로 동정되었던 균주는 26S rDNA PCR-
RFLP 분석에서 M. sympodialis로 동정되었고, 정확

한 동정을 위해 26S rDNA sequencing을 시행한 결
과 M. sympodialis로 동정되었다. 

6. 8개 임상분리균주의 26S rDNA PCR-RFLP와

26S rDNA sequencing에 의한 동정결과는 100% 
일치하였다. 
본 연구에서 시행한 26S rDNA PCR-RFLP 방법은 

Malassezia 효모균을 동정 및 분류함에 신속하고 정
확한 분석방법임을 확인하였고 Malassezia 효모균에 
의한 질병의 진단 검사방법으로 유용할 것으로 생각

된다. 앞으로 진균동정 및 진균질환의 역학적 조사

에 활용될 수 있도록 더 많은 연구가 필요할 것으로 
사료된다. 
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