
は じ め に

　ミトコンドリアのチトクローム b 遺伝子は, 電子伝達

系の一部を担う重要なタンパク質をコードしており, ミ

トコンドリアを持つ真核生物に共通に存在している. さ

らに, 細菌の一部にはホモロジーの高い遺伝子を持つも

のもおり, ある種の細菌との共生により真核細胞が形成

されたとするミトコンドリアの共生説を支持している. 

この遺伝子を真菌の同定や系統関係の解析に使う利点と

して次の 5 点を上げることができる. �細胞質遺伝のた

め組み替えが起こりにくい, �真核生物に共通な機能タ

ンパク質で保存性が高く真核生物全体の系統関係を調べ

られる, �アミノ酸の置換率が進化速度に比較的比例し

ている, �核遺伝子に比較して変異率が高い, �細胞あ

たりのコピー数が多いため検出感度が高い, などの特徴

を持っている. 我々が病原真菌の同定や系統関係を解析

するためにチトクローム b 遺伝子を調べようとしていた

時期に, すでに, ほ乳類 1－4） や鳥類 2, 5－8） では使われてい

たが, 真菌では, 6 種 9－１１） のみで系統的な研究は成され

ていなかった. 我々は 1998 年に病原性 Aspergillus のチト

クローム b 遺伝子解析を行い, 同定と系統解析に有効で

あることを示した 12）. 以来, A. fumigatus グループ 13）, A. 

flavus グループ 14）, A. niger グループ 15） の各関連菌, Exophiala 

jeanselmei と関連菌 16）, 病原性 Candida 属菌 17－19）, Rhodo-

torula 属菌と関連する担子菌系酵母 20）, Cryptococcus 

neoformans と関連菌 21） について報告した. Penicillium 属

菌, Fusarium 属菌, 皮膚糸状菌群の解析は進み投稿準備

中である. その他の主要な病原真菌と関連菌の解析も進

んでおり, チトクローム b 遺伝子の部分配列約 400 塩基

を比較すると種に特有な配列が見いだされ, 種内変異を

示す種も明らかになっている. 

　Malassezia 属は, 杉田ら 22, 23） と平井ら 24） により相継

いで新種が記載されたため 11 種となった. 

 1 .  チトクローム b のアミノ酸配列に基づく真核生物の

系統樹

　DNA 塩基配列のデータベースより検索した, ほ乳類, 

鳥類, 植物のチトクローム b 遺伝子塩基配列から推定し

たアミノ酸配列と我々が解析した子嚢菌類, 担子菌, 接

合菌, 子嚢菌系酵母, 担子菌系酵母の塩基配列から推定

したアミノ酸配列を基に平均距離法 （UPGMA： unweighted 

pair group method with arithmetic mean） により系統

樹を作成した （Fig. 1）. 平均距離法は距離の期待値が進

化時間に近似的に比例する場合には, 正しい分岐距離と

樹形が示される. 従って, DNA の塩基置換率よりもバラ

ツキが少なく比較的進化時間に比例しているアミノ酸配

列は, 平均距離法により正しい系統樹が期待できる. こ

の系統樹 （Fig. 1） は, ほ乳類, 鳥類, 植物, 菌類が独立

したクラスターを形成しており, 分岐の時期も, 化石な

どより推測されている従来の時期と違わないと思われ

る. 菌類では分裂系酵母が早い時期に分岐し, ほぼ同時
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期に子嚢菌, 担子菌, 接合菌, 担子菌系酵母, 子嚢菌系酵

母が分岐したように思われる. これらの分岐時期は, チ

トクローム b のアミノ酸配列による進化速度が, それぞ

れの生物に共通と考えた場合には, ほ乳類と鳥類とが分

岐した以前に分岐していたと推測できる. さらに, 特徴

的なことは調べているアミノ酸配列中に子嚢菌類のみが

1 個のアミノ酸, つまり塩基 3 個の欠落が観察された. 

これは子嚢菌が他の菌類と分岐した後欠落が起こり, こ

の欠落を現在まで引き継いでいると推測できる. チトク

ローム b 遺伝子やミトコンドリア遺伝子の解析が進めば

更に生物の進化の謎が解けるものと思われる. 

 2 .  担子菌系酵母と Malassezia 属菌の系統関係

　Malassezia 属菌を含む担子菌系酵母のチトクローム b

塩基配列から推定したアミノ酸配列を基に平均距離法に

より系統樹を作成した （Fig. 2）. この系統樹から

Malassezia 属菌は, 一つの単一なクラスターを形成し属

のコンセプトとチトクローム b のアミノ酸配列の置換率

は相関していると言える. 機能タンパク質のアミノ酸置

換は, 時として致命的となり, 生存上重要でアミノ酸配

列は系統進化において保存と同時に選択もされてきた. 

塩基置換はアミノ酸配列に影響を及ぼさない場合が多く

機能的には, 翻訳速度などの影響を除けば生存に大きく

影響する事はないと考えられる. このことは, 塩基置換

速度と進化速度にバラツキを生じさせている. ミトコン

ドリアのチトクローム c のアミノ酸配列は塩基配列より

も進化速度に比例している事が示されている. チトク

ローム b のアミノ酸配列による系統樹 （Fig. 2） で, M. 

sympodialis と M. dermatis は, 同じアミノ酸配列を示し, 

極近縁の種であることを意味した. 細胞壁に存在するキ

シロースの有無で担子菌系酵母を大きく分ける化学分類

があり, チトクローム b のアミノ酸配列から作成した系

統樹ではこのキシロースの有無でそれぞれのクラスター

に分かれた. Malassezia 属, Trichosporon 属は, それぞれ単

一のクラスターを形成している. これに反して, Rhodo-

torula 属や Cryptococcus 属は, 特徴あるコンセプトを持た

ないか, 分類に用いた表現形質が進化に沿っていないた

めに単一のクラスターを形成していないと思われる. 
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Fig. 1. Phylogenetic tree of the Eukaryote based on deduced amino acid sequences from cytochrome b gene. UPGMA was used. 



 3 .  Malassezia 属菌のチトクローム b 遺伝子塩基配列に

基づく系統関係

　チトクローム b 遺伝子の塩基配列は, 種内変異も解析

できるために, 属内の系統関係や疫学的な研究に適して

いると思われる. 塩基配列による系統樹作成の場合, 塩

基置換速度と進化速度とにバラツキがみられることか

ら, 系統樹作成方法も工夫され近隣接合法 （NJ 法； 

Neighbor Joining method）, 最大節約法 （MP 法； Maximum 

parsimony method）, 最尤法 （ML 法； Maximum Likelihood 

method） などが考案され使われている. これらの方法を

用いてチトクローム b の塩基配列を基にした系統を 

Fig. 3 に示した. 数字はブーツストラップ値 （Bootstrap 

value） を示し, 最大節約法, 最尤法では, 50％以下は分

岐を示していない. 枝の長さは, サイト当たりの置換数

で示している. 同じ塩基配列で異なる方法でも同様の系

統樹を示すことから本遺伝子配列が進化系統のための期

待値が正しく反映していると考えられる. アミノ酸配列

の系統樹と比較すると塩基配列の系統樹では M. 

japonica と M. slooffiae の分岐時期が早い. アミノ酸配列

では 2 つのクラスターに分かれている. rRNA 遺伝子の

D1/D2 領域から作成した系統樹 （Sugita ら 23）） と比較

するとクラスター形成において幾つかの入れかわりが見

られるが, 近縁な種同士は同じであった. 

 4 .  Malassezia 属菌と種のコンセプト

　真菌の種は, 形態的な表現形質により命名されてき

た. 酵母については形態的な特徴が乏しいために, 糖の

資化性など生理性状を加えて種を特定していた. 従っ

て, 研究者の目が多い領域, 社会的つながりが強く重要

性の高い菌群では, それだけ種の数が多いように思われ

る. Aspergillus 属, Penicillium 属, Fusarium 属では, 種内
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Fig. 2.  Phylogenetic tree of the basidiomycetous yeast based on deduced amino acid sequences from cytochrome b gene. 
UPGMA was used. 



変異と考えられる菌についても種名が付いていることが

多い. それに反して酵母は形態的な特徴が乏しいことも

あり糸状菌に比較して種の数が少ない. 特に, Malassezia

属菌においても例外に漏れず種の数が少ないが, 培養方

法が確立されたこともあり最近増えてきている. 特に遺

伝子解析が容易になり種に関するコンセプトが明らかに

なりつつあり, 種を決める大きなよりどころになってい

る. 今後, 研究者の目の届かなかった菌群ではさらに種

の数が増えてくると予想される. 

 5 .  Malassezia 属菌の迅速同定法

　培養に手間がかかり形態的特徴も少ない Malassezia 属

の同定は, 容易ではないが, これらの菌の遺伝子に塩基

配列の特異性が示せれば, 迅速同定はさほど難しいもの

ではない. つまり特異性を示す配列をプライマーとして

PCR を行えば 30 分程度で同定可能となる. 増幅されて

きた DNA の塩基配列を解析すればより確かな同定とな

る. 最も大事なのは特異的配列で, その特異性を確認す

る事が重要となる. Malassezia 属菌においてもチトク

ローム b 遺伝子の塩基配列から PCR 用の特異的プライ

マーを設計して, リアルタイム PCR を用いれば迅速な

同定が可能である. 将来 DNA のハイブリダイゼーショ

ンが迅速に検出できるようになれば, 種に特異的塩基配

列を用いてマイクロアレーを作成し未知検体とハイブリ

ダイゼーションさせて種を決定することが可能となる. 

我々はすでに Malassezia 属菌のそれぞれに特異的な配列

スライドグラス上にスポットしてマイクロアレーを作成

しハイブリダイゼーションにより同定可能なことを確認

している. 

 6 .  おわりに

　チトクローム b 遺伝子は, 真菌の同定に有効であり, 

進化系統の解析にも適することが明らかとなった. この

遺伝子は, 種のコンセプトを確立するために利用でき, 

迅速な同定, 真菌症の迅速診断に進展させることができ

る. 
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Phylogenetic Relationship of the Genus Malassezia Based on
Mitochondrial Cytochrome b Gene
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  Mitochondrial cytochrome b genes of pathogenic yeasts and fungi were analyzed for identification and 
phylogenetic relationship. The species of genus Malassezia also were analyzed and each sequence was specific 
in the same domain of cytochrome b gene. Some species represented intraspecies variation. The structure 
and function of cytochrome b protein was retained and its substitution rates may be in proportion to the 
evolutionary period. The deduced amino acid sequence was encoded by each nucleotide sequence of 
cytochrome b gene, and the phylogenetic tree of eukaryote and basidiomycetous yeast was obtained using 
this sequence. The species of genus Malassezia formed one cluster in this tree, meaning that the concepts of 
this genus reflect its evolution. The mitochondrial cytochrome b gene analysis was valuable for the 
identification and phylogenetic analysis of the genus. 
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