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1．緒 言

　タンパク質の化学修飾は，とくに生理的活性タンパ

ク質の機能と構造との関連を追究する手段として重要

である．すでにこの方法によって酵素の活性基の解明

が行なわれ，活性中心の構造が明らかにきれている．

　今日タンパク質の官能基に対してそれぞれ特異的な

修飾試薬が開発されているが，これらの試薬による化

学修飾はすべて水溶液中の反応として行なわれ，非水

溶媒回申で行なわれたものはほとんどない．わずかに

最近Meienhoferら（1971）によって液体アンモニ

ア申におけるペプチドおよびタンパク質のジスルフィ

ド結合（一S－S一）の環元とS一アルキル化が報告され

ているに過ぎない．

　しかしながら，非水溶媒申の反応に関する最近の著

しい進歩にかんがみ，これをなんらかの形でタンパク

質の化学修飾に応用し，化学修飾に新分野を開発しよ

うと考え，本研究を企画した．

　非水溶媒としては液体フッ化水素，液体アンモニア

などがあるが，本研究では反応性，タンパク質の溶解

性などを考慮して液体アンモニア（液安と略記）を選

び，一方タンパク質としては，構造および酵素反応機

構がよく究明され，しかも安定なタンパク質であるリ

ゾチームを選んだ．

　リゾチームの水溶液申における化学修飾に関して

は，トリプトファン残基，チロシン残基，リシン残基

のε一アミノ基，アルギニン残基およびカルボキシル

基の修飾が報告されている（船津，1967）．　このうち

トリプトファン残基については，化学修飾，差スペク

トルによる研究，X線解析によって活性基として基質

との結合に関与していることが明らかにされた（H：a－

yashi　et　al．，　1963，　1964，　1965；　Phillips，　1966）．

カルボキシル基についてもX線解析・（Phillips，1966）

により35－Gluと52－Aspの2つのカルボキシル基

が活性基として触媒反応に関与していることが推定さ

れ，さらに52－Aspのカルボキシル基については，

化学修飾によって活性基であることが証明された

（Parsonsら，1969；Parsons　and　Raftery，1969）．

もっともこの研究は52－Aspのカルボキシル基をエ

チルエステル化したときリゾチームの活性がほとんど

消失することを明らかにしたもめであるが，結合した

エチル基による立体障害も考えられ，なお問題がある

ようにみえる．

　リゾチームのカルボキシル基の修飾に関しては，古

く塩酸一アルコールによるエステル化（Fraenkel－

Conrat，1949）があり，エステル化によってリゾチ

ームが完全に失活することが報告されている．さらに

最近HoareおよびKoshland（1966，1967）はカル

ボジイミドと親心性試薬を用いた化学修飾を報告して

いる．林ら（1998）もまた異なるカルボジイミド化合

物による化学修飾について検討を行なった．他方ウー

ドワード試薬（N－ethyl－5－phenyl－isoxazolium－3－

sulfonate）による化学修飾も試みられている

（Hains　and　Zamecnik，　1967）．
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　以上の反応のうち塩酸一アルコールによるエステル

化は反応に選択性がなく，失活の原因もエステル化に

あるのか，変性にあるのか区別することが困難であ

る．また，カルボジイミドおよびウードワード試薬と

の水溶液中における反応には，これらの試薬が水溶液

申で不安定であるため，大量の試薬が必要である．

　このように，リゾチームのカルボキシル基の化学修

飾には問題点が多いので，本研究においては，まずカ

ルボキシル基の液体アンモニア中における修飾を検討

することにした．すなわち，水溶液申または液体アン

モニア中でカルボキシル基をエステル化し，ついで液

体アンモニアにより加アンモニア分解することによっ

てアシドアミドに変えることを試みた．

　そのため，まずリゾチームの液体アンモニアに対す

る溶解性，液体アンモニア申での安定性などを詳細に

検討した．その結果，リゾチームは液体アンモニアに

よく溶解し，一45QC以下の低温では安定で，失活し

ないことを確めた．

　そこで，塩酸一アルコール，カルボジイミドおよび

ウードワード試薬により水溶液申でエステル化したり

ゾチームを液安の低温処理によって加アンモニア分解

しアミド化す方法，さらにカルボジイミドとウードワ

ーA h試薬については液体アンモニア申でエステル化と

アミド化を同時に行なう方法を研究した．

　以上の反応によって，リゾチームの遊離のカルボキ

シル基をアミド化した，いわゆるアミド化リゾチーム

をうることができたので，生成物について物理化学的

ならびに酵素化学的性質を調べた．

　　　II．液体アンモニア処理がリゾ

　　　　　チームの性状に及ぼす影響

　液体アンモニアはその性質が水に類似し，有機化合

物に対して優れた溶解性をもつているので，種々の有

機合成の溶媒として用いられている．さらに合成試薬

としても有機化合物の合成反応に利用されている．す

なわち液体アンモニアは一方では単なる溶媒，また他

方では反応の試薬となる．したがってタンパク質の修

飾を液体アンモン中で行なう場合には，溶媒と反応試

薬の両面を利用することができる．

　いすれにしてもタンパク質の修飾を液体アンモニア

申で行なう場合には，まず試料タンパク質の溶解性，

液体アンモニア処理がタンパク質の物理化学的ならび

に生理的性質にいかなる影響を及ぼすかをあらかじめ

調べる必要がある．そこでリゾチームを種々の条件で

液体アンモニアに溶解し，一一定時間所定の処理を行な

ったのち，液体アンモニアを蒸発除去し，

を回収してその性状の変動を調べた．

1．実験：材料と方法

リゾチーム

　（1）実験材料
　リゾチーム：難卵白より調製し6回再結したものを

用いた．

　グリコールキチン：エビ殻より調製したチキンを千

手らの方法（千手および沖増，1950）の改良法（船

津・山崎，1966）によりエチレンオキシドを用いグリ

コール化したものを用いた．

　液体アンモニア：ボンベより気化したアンモニアを

固体苛性ソーダ塔を通したのち，アセトン・ドライア

イスで冷却した液安反応容器中に導入して液化した．

　（2）反応装置

　液安反応容器から水分を完全に遮断するため十分注

意し，Fig．1に示すような反応装置を本研究を通じ

て用いた．

E

l　　　　　l；　　　　　1■　　　　巳

婁
i
l
葦
≡

　　o　　　oF　魂』ρ♂

”爺

ミ
写

C

B

H
－
」
漫
G

　
　
　
　
　
　
’

D
O
O
O

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

Fig．　1．　Apparatus　employed　for　the　reac－

tion　of　liquid　ammonia　with　lysozyme．

　　　A．　Bomb　of　liquid　ammonia

　　　B．　NaOH
　　　C．　Magnetic　stirrer
　　　D．　Acetone－dry　ice　bath

　　　E．　Three－mouth　round　bottle

　　　F．　Lipuid　ammonia
　　　G．　Magnetic　bar
　　　H．　Silica　gel

　　　I．　CaO

液安反応容器としては小型の三口平底フラスコまた

は大型耐圧試験管（密栓：）を用いた。

　（3）実験方法

　　A．液体アンモニア処理および液体アンモニア中

　　　　の反応

　アセトン・ドライアイス浴申で冷却した反応容器に

一定量の液体アンモニアを入れ，マグネチックスター

ラーで十分撹拝しながら一一定量のリゾチームを加えて

溶解し，実験の目的に応じ，必要な場合には所定の試

薬を加え，所定の条件にしたがい，アセトン・ドライ
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アイス浴申に保持した．処理後速やかにアンモニアを

蒸発させ，残品を0．2N酢酸に溶解し，溶液を無イ

オン水に対して3～4日間透析したのち凍結乾燥した

ものを液安処理リゾチームとした．

　液体アンモニア処理または液体アンモニア申の反応

を沸点（一33℃）以上の温度で行なう場合には，反応

容器として耐圧試験管を用い，アセトン・ドライアイ

ス中で冷却した液体アンモニアにリゾチームを溶解し

たのち，密栓して所定の温度に保つた．処理後反応溶

器を一旦アセトン・ドライアイス浴につけて冷却した

のち栓を開いてアンモニアを蒸発させた．以後の操作

は上記低温処理の場合と同じである．

　　B．リゾチーム活性測定法

　グリコールキチンを基質とし粘度法（Hamaguchi

and　Funatsu，1959；Hamaguchi　et　al．，1960）お

よび山元力法（1．moto　and　Yagishita，1971）によっ

てリゾチーム活性を測定した．

　　C．紫外吸収スペクトルおよびリゾチーム・グリ

　　　　コールキチン複合体の差スペクト測定法

　キャリー14型自記分光光度計を用い林らの方法

（Hayashi　et　a1．，1963）にならって測定した．

　　D．赤外吸収スペクトル測定法

　日本分光IR－X－IA型を用い臭化カリ錠剤法で測

定した．

　　E．旋光分散測定法

　日本分光ORD／UV　5型を用い測定した．

　　F．アミノ酸分析

　リゾチームあるいは液体アンモニア処理リゾチーム

を脱気封管申で6N塩酸により105℃で24時閥加

水分解したのち，日立アミノ酸分析機KLA　3　B型

によって全アミノ酸の分析を行なった．

　トリプトファンについては別にp一アミノジメチル

ベンザルデヒドを用い比色定量した．

Table　1．　Effect　of　mixing　on　the　treatment

　　　　of　lysozyme　in　liquid　ammonia．

Treatment

None

Shaking　by
　　hand

Stirring　by
magnetic
stirrer

Time　of
treatment
　（hr）

1
2
1
2
1
2

Activity

　（％）

1
4

Q
！
8

4
占
0

∩
）
∩
）1
1

Recovery
　（％）

trace
trace

33．　5

28．　6

82．　2

81．　4

2．液体アンモニア処理条件とリゾチームの

　　回収率および残存活性

　リゾチームを液体アンモニアに溶解したとき，擬

拝，処理時間，液体アンモニアとリゾチームの量比，

液体アンモニアの水分含：量などの処理条件がリゾチー

ムの回収率および残存活性にいかなる影響を及ぼすか

を調べた．

　（1）液安処理時の擾拝の影響

　100mgのりゾチームを液体アンモニア20　mlに溶

解したのち，反応容器を一55～一60℃のアセトン・

ドライアイス浴につけ，まったく振盈または掩伴する

ことなく静置した場合，マグネチックス霞目ラーで直

直（120～240rpm）した場合について，1時間およ

び2時間処理後回収したリゾチームの活性と収量を測

定した．

　Table　1に示すように，蝿絆をまったく行なわない

場合には，リゾチームは容器壁に付着して0．2N酢酸

に溶けなくなり，ほとんど回収されない．これに対し

振盈さらに撹搾を行なう場合には不溶化が抑えられ，

マグネチックスターラーで十分麗搾すると，不溶化は

まったく起らず完全に回収され，活性もまったく消失

しなかった．したがって以下の実験における液安処理

および液安申の反応は，すべて十分擁面しながら行な

った．

　（2）　液面処理時間の影響

　上記と同じ条件でリゾチームを液体アンモニアに溶

解し，一55～一60℃で蝿速しながら，最長9日間放

置し，回収率と残存活性の経時的変化を調べた．Fig．

2から明らかなように，液安処理によって時間とと

もにわずかながら活性，回収率ともに低下したが，実

験誤差範囲を越えず，リゾチームは十分麗拝しながら

溶解すれば，液体アンモア中で長時間安定であること
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Fig．　2．　Stability　of　lysozyme　in　liquid

ammonia　at　一600　to　一650C．
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がわかった．

　（3）　液安処理温度の影響

　耐圧試験管申でリゾチーム50mgを一55～一65℃

に保った5　mlの液体アンモニアに溶解し，一65。，

一55。，745。，一20。，0。および20℃にそれぞれ24時

間保つたのち，上記の方法でリゾチームを凍結乾燥標

品として回収し，残存活性と回収率を測定した．老の

結果をFig．3に示すが，処理温度の顕著な影響がみ

られ，活性は一45℃附近までの低温では約20％低

下するに過ぎないが，それより高い温度では急激に低

下し，一20℃で約・90％の活性が消失した．回収率

についても同じ傾向がみられ，一65～一55℃では70

～80％の収量で回収されたが，一45℃では回収率が

急激に低下し約20％になった．それより高い温度で

はりゾチームが不溶化し，回収率は10％以下になっ

た．

以上のことからリゾチームの液安処理は一45℃以1

下の低温で行なう必要が認められた．
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Fig．　4．　Effect　of　ratio　of　lysozyme　to　liquid

ammonia　on・the　stability　of　lysozyme　in
liquid　ammonia　at　一55e　to　一600C．
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Fig．　5．　Effect　of　water　content　in　liquid

ammonia　on　the　stability　of　lysozyme　in
liquid　ammonia　at　一sse　to　一600c．

一一Z一　Relative　activity，　・一一e一一一　Recovery

　　　脚600　働400　魯200　　00　　200

　　　　　　　Temperature　（OC）

Fig．　3．　Effect　of　temperature　on　the　sta－

bility　of　lysozyme　in　liquid　ammonia．
一一一Z．　Relative　activity，　一e一　Recovery

　（4）液体アンモニアとリゾチームの量比の影響

　リゾチーム100mgをそれぞれ1，3，7．5，15，30

および60mlの液体アンモニアに溶解し，一55～

一65℃のアセトン・ドライアイス浴中に1時間保ち，

リゾチームを回収して残存活性と収量を測定した．

　Fig・4’、に示すように，量比の影響はほとんど認め

られなかったが，リゾチームに対して液体アンモニア

か極度に少ない場合，すなわち量比（液体アンモニア

量〔m1〕／リゾチーム量〔9〕）25以下では不溶化が起り

回収率が低下した・また量比75～150で回収率は最高

になり，それ以上液体アンモニア量を増しても収量は

：増加せず，むしろわずかながら低下する傾向がみられ

た．

　（5）液体アンモニアの水分含量の影響

　リゾチーム50mgを0．26，、1．0，2．　e％の水分を

添加した丁丁5mlにそれぞれ溶解し，一55～一650C

に2時間保ったのち回収した．えられた液安処理リゾ

チームの活性と収量を測定した結果をFig．5に示

す．水分含量2％までの範囲内ではなんらの影響も認

められなかった．

　以上液安処理に影響を及ぼすと考えられる諸種の因

子について検討した結果，リゾチームは一45℃以下

の低温において十分撹拝しながら処理すれば，リゾチ

ーム濃度0．3％以上で9日間処理してもほとんど活性

を失なわないことが明らかになった．したがってこの

条件で化学修飾を行なえば，リゾチームの構造と活性

に関する研究に液体アンモニアを利用することができ
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る．

3．室温液安処理によるりゾチームの不溶化

　　について

　すでに述べたように，リゾチームを一45℃以上の

温度で処理すると不溶化が起つた．そこで不溶化の原

因を追求し，さらにこれを阻止することができれば，

室温における反応が可能になると考え下記の実験を行

なった．

　（1）不溶化リゾチームの性状と不溶化の原因の推

　　　　定

　　A．不溶化リゾチーームのアミノ酸組成

　Table　2に室温における液安処理によって不溶化

したりゾチームのアミノ酸組成を示す．表から明らか

なように，リゾチームのアミノ酸組成に較べて誤差範

囲以上の差違は認められなかった．したがって不溶化

は液安処理によるアミノ酸残基側鎖の構造変化による

ものではないと考えた．

Table　2．　Amino　acid　composition　of　lyso－

　　　　　zyme　being　insolubilized　with
　　　　　liquid　ammonia．．
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が，本実験ではその点とくに注意したのでその可能性

は否定することができる．そこで他の原因としてリゾ

チームの会合とそれに伴なう凝集が考えられる．擬集

によつて不溶化が起ることは当然考えられるので，単

に会合を阻止するだけで不溶化を抑制しうるか否かを

検討した．

　（2）　室温液安処理による不溶化の阻止

　上述のように液安処理の温度が高い場合リゾチーム

が会合を起すことが推察されたので，タンパク質の会

合に関係すると考えられる諸種因子が不溶化に及ぼす

影響について検討し，不溶化の阻止を試みた．

　　A．リゾチーム濃度

　リゾチーム50mgを1．5，7．5，12。5および20

mlの液体．のアンモニアに溶解し，室温（15～20℃）

100

Amino　acid　compositions　were　calculated
assuming　alanine　to　be　12．　0．

　　B．不溶化リゾチームの赤外分析

　不溶化リゾチームと無処理リゾチームそれぞれ1．5

1ngを150　mgの臭化カリと混合し，臭化カリ錠剤法

によつて赤外吸収を測定した．

　Fig．6に示すように，不溶化リゾチーは無処理リ

ゾチームに比し，波長全域にわたつて吸収が弱かつ

た．その原因として研磨と混合不十分も考えられる
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Table　3． Effect　of　solvent　added　to　liquid　ammonia　on　the

recovery　of　lysozyme．

Additive

None
Anhyd．　methano1

　　　　〃
　　　　　
Anhyd．　ethanol
Propano！
Butanol
Acetone

Ratio　of　liquid　ammonia
　to　solvent　（V／V）

0
1
2
3
1
1
1
1

5
4
3
2
4
4
4
4

Recovery　（％）

　　　　trace
　　　　　12
　　　　　10
trace　（gel　formation）

　　　　　15
　　　　　7．　5
　　　　　8．　0

　　　　　18

に1日放置したのち液体アンモニアを蒸発させ，三二

に0．2N酢酸を加えて溶解するリゾチームの量を測

定し不溶化度を求めた．リゾチームの量は溶液の

OD　280。mを測定し，　Elぎm・＝25として算出した．

　その結果Fig．7に示すように液体アンモニアの量

を増して会合を阻止すれば，不溶化が抑制され回収率

も増大することがわかったが，いずれの濃度において

も活性はほとんど完全に消失した．これは変性による

失活と考えられる．

　　B．有機溶媒の添加

　Table　3に示すような種々の有機溶媒を液体アン

モニアに添加し，不溶化阻止効果を調べた．リゾチー

ムと液体アンモニアの量比は100で，室温で1日処理

した．

　その結果，有機溶媒の添加によってわずかながら回

収率を増大することができたが，いずれの場合も活性

は完全に消失した．

　　C．塩類の添加

　塩化アンモニウム，塩化ナトリウム，塩化カリ，塩

化カルシウム，塩化マグネシウムそれぞれ500mgを

5m1の液体アンモニアに加え，これにリゾチーム50

mgを溶解して室温に1日放置した．処理後0．2：N酢

酸可溶性リゾチームの収量を求めた結果，Table　4

に示すように塩化アンモニウムと塩化ナトリウムが収

量を大巾に増大させることがわかった．しかし他の塩

類にはまったく効果が認められなかった．この原因を

究明するためこれら塩類の液安中における溶解度を調

べたところ，塩類の効果は塩類の液体アンモニアに対

する溶解度に関係があることがわかった．塩化アンモ

ニウムは最もよく液体アンモニアに溶解し，回収率は

53％に向上したが，いぜんとして残存活性は認めら

れなかった．

　塩化アンモニウム添加の効果をさらに検討し，処理

リゾチームの回収率と残存活性を増大させる条件を求

Table　4．　Effect　of　salt　added　to　liquid

　　　　　ammonia　on　the　recovery　of
　　　　　lysozyme．

Salt

NH，Cl
NaCl
KCI
CaC12
MgC12

Recovery
　（％）

53
40

trace
trace
trace

Solubility　of　salt　in

liquid　ammonia　at
250C　（％）

102．　5

　3．　02

　0．　04

　0．　Ol

めたが，室温で処理する限りリゾチームは完全に失活

した．また0．2N酢酸可溶性リゾチームの収量は塩

化アンモニウムの添加量10％までは増大したが，そ

れ以上添加量を増すと逆に低下した．

4．低温液安処理リゾチームの物理化学的な

　　らびに酵素化学的性質

　上述のようにリゾチームは一45℃以下の液体アン

モニアで長時間処理しても活性を保持し，しかも好収

量で回収されることが明らかになり，液体アンモニア

をリゾチームの化学修飾に利用しうることになった

が，修飾に先立ち，液安処理がリゾチームの物理化学

的ならびに酵素化学的性質になんらかの影響を与える

か：否かを詳細に確めておく必要があった．

　そこで，アセトン・ドライアイス申で一45℃以下

の液体アンモニア中に8日間放置したのち，液体アン

モニアを蒸発除去し，O．　2N酢酸に溶解して水に対し

て透析後凍結乾燥した処理リゾチームの性質を比較検

討した．

　（1）　アミノ酸組成

　Table　5に示すように低温液安処理はリゾチーム

のアミノ酸組成になんらの影響も及ぼさなかった．

　（2）旋光分散

　pH　4．5の0。5M酢酸緩衡液申で濃度1％溶液に

ついて1crnセルを用い測定した結果，　Fig．8に示
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Table　5．　Amino　acid　composition　of　lyso－
　　　　　　zyrne　treated　with　liquid　ammonia，

　　　　　　at　一60e　to　一6soc．

Amino
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Fig．　9，　UV　spectra　of　native　lysozyme　．and，

lysozyme　treated　With　liquid　ammdnia　at
－60e　to　一6soc．

Amino　acid　compositions　were　calculated
assuming　alanine　to　be　12．　0．
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Fig．　8．　ORD　curves　of　native　lysozyme
and　lysozyme　treated　with　liquid　ammonia
at　一600　to　一6soC．

すように処理リゾチームについて無処理リゾチームと

まったく一致する旋光分散曲線がえられた．したがっ

て低温液安処理はリゾチームの主鎖の立体構造になん

らの変化も与えないことが推察された．

　（3）　紫外吸収スペクトル

　pH　4．5の0．5M酢酸緩衡液申濃度0．02％で1

cmセルを用い処理および無処理リゾチームの紫外部

吸収スペクトルを測定した結果をFig．9に示す．両

者の吸収スペクトルはよく一致した．したがって低温

液安処理はリゾチームの紫外部吸収に関係する組成お

よび構造に変化を与えないことが推察された．

　（4）差スペクトル
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q
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＜
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　　　　　　　　　　Wave　length（nm）

Fig．10．　Difference　spectra　of　ES－complex

of　native　lysozyme　and　lysozyme　treated

with　Iiquid　ammonia　at－60。　to－65℃
employing　glycolchitin　as　substrat．e．

　Upper　curve：lysozyme　treated　with　liquid

　　　　　　　　　　　　む　　　

　Lower　curve：native　lysozyme

　グリコールキチンを基質とし，pH　4．5の酵素反応

溶液中における処理リゾチームの紫外吸収スペクトル

の変動を差スペクト法によ．つて測定し74．．

　
卜
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　Fig．10に示すように，低温平安処理リゾチームは

無処理リゾチームに比し，差スペクトルの形を多少変

化するが，この程度の変化は活性の消失に結びつくよ

うな本質的なものではなく，62－Trpの状態がわずか

に変化しているものと推察される．しかし赤色移動が

観察されるのでリゾチームと同じような酵素基質複合

体を形成していることは明らかである．

　（5）pH依存性
　pH：3．5，4．0，4．6，5．0の0．15M酢酸緩衝液お

よびpH　5．　5，6．　0，6．　5，7．0の0．15Mリン酸緩衝

液にグリコールキチンを0．05％になるように溶解し

て基質溶液を調製した．その1m1に低温液安処理お

よび無処理リゾチームの0．02％水溶液をそれぞれ

0．5m1ずつ加え，40℃で30分間反応させたのち糖

還元力法によって生成する還元力を測定し，リゾチー

ム活性と反応液のpH：との関係を求めた．

　Fig．11にpH一活性曲線を示すように，最適pH

はいずれも4．6にあり，低温液安処理はリゾチームの

pH依存性を変えないことが明らかになった．

100

禽
．〉一

奮
　　50書
誌
竃

　　　　　3　　　4　5　　　6　　　7

　　　　　　　　　　　　pH

Fig．　11．　The　pH　dependence　of　activity　of

lysozyme　treated　with　liquid　ammonia　at
－60e　to　一6sec．　・

　一一e一　Lysozyme　treated　with　liquid

　　　　　ammonla
　・一一〇一一一　Native　lysozyme

　（6）耐　熱　性

低温液安処理リゾーチムをpH　4．　5の0．1M酢酸

緩衝液に溶解し，その1m1に0．05％グリコールキ

チン溶液（pH　4．5のO．　1　M酢酸緩衝液り2m1を加

え，所定時間100℃に保つたのち，残存活性を糖還

元力法で測定した．

　Fig．12に示すように，低温液安処理リゾチームは

100
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h
唱
〉
零
8
0
＞
唱
導
。
出

　　　　　　10　30　50
　　　　　Time　of　heathlg　at　100℃（血血．，

Fig．12．　Thermal　stability　of　lysozyme　and

lysozyme　treated　with　liquid　ammonia　at
－650　to　一650C．’

　一一一e一　Lysozyme　treated　with　liquid

　　　　　ammonla
　－O一　Native　lysozyme

リゾチームと同じ耐熱性を示し，50％失活する時間

はいずれも15分であった．

　以上の実験により，一45℃以下の低温においてリ

ゾチームを液体アンモニア申に長時間保っても，リゾ

チームの物理化学的ならびに酵素化学的性質はほとん

ど変化しないことが明らかになった．したがって，低

温における液体アンモニア申での化学修飾によって，

リゾチームの活性が変動した場合には，変動の原因を

化学修飾に帰しうることが確認された．その結果以下

述べるようなリゾチームのカルボキシル基のアミド化

を液体アンモニア申で試みた．

III．リゾチームのカルボキシル基の

　　　アミド化

　リゾチーム1分回申には8個のアスパラギン酸残基

と2個のグルタミン酸残基が含まれている。したがっ

てこれらの残基側鎖申に存在する10個のカルボキシ

ル基とC末端のカルボキシル基を合せ11個の遊離の

カルボキシル基が1分子のリゾチーム申に存在するこ

とになる。

　本実験の目的はカルボキシル基をアミドに変えるこ

とにあるが，アンモニアとの反応によって直接アミド

化すことは困難であるので，まずなんらかの方法でカ

ルボキシ基を活性エステルの形に変え，しかるのちア

ンモニアによって加アンモニア分解を行ないアミドに

変える方法を検討した．
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1．塩酸一メチルアルコールによりメチルエステル

　　化したりゾチームの液体アンモニア中における

　　加アンモニア分解によるアミド化

　リゾチームのカルボキシル基を一般に用いられてい

る塩酸一メチルアルコールによってメチルエステルに

変えメチル化リゾチームを調製し，ついでこれを液体

アンモニアに溶解することによって加アンモニア分解

を行ない，アミド化することを試みた．この反応は下

記のようになる．

匡Σ…ym・1－C・・H＋CH・・H一一一

リゾチーム

HCI

－H，O

匝・meトC・・C恥慧11郷tt

エステル化リゾチーム

Im－tysozyme　1－CO．NH2＋NH3＋CH30H

アミド化リゾチーム

すなわちエステル化されたカルボキシル基がアミド化

されることになるので，エステル化がアミド化を支配

することになる．そこで，まずエステル化の条件を検

討した．

　（1）　実験材料と方法

　実験材料および液安反応装置はすべて上記1－1に

記載したものを用いた．

　　A．リゾチームのメチルエステル化

　FraehkeFConrat（1949）の方法にならい，塩酸

一無水メタノール法によって行なった．

　　B．エステル化度の測定

　Donovanらの方法（1960）によって行なった．

　　C．加タンモニア分解によるアミド化リゾチーム

　　　　の調製

　メチルエステル化したりゾチームを上記1－1一（3）一A

に記載した方法によって液体アンモニアと反応させア

ミド化を行なったのち，液体アンモニアを蒸発させ，

十分透析して凍結乾燥した．

　　D．アミドの定量

　アミド化リゾチームを6N塩酸を用い105℃で

24時間加水分解し，日立アミノ酸分析機KLA　3　B型

によってアンモニアとしてアミドを定：記した．

　　E．アミド化リゾチームのカラムクロマトグラフ

　　　　イー

　Bio－Rex　70に吸着させたアミド化リゾチームを

0．2M食塩を含有する0．2Mリン酸緩衝液（pH

6．5）と同量のO．　8M食塩を含有する同じ緩衝液に1よ

るgradient　elutionによって溶出した．

　　F．そ　の　他

　リゾチ」ム活性の測定，紫外吸収スペクトルおよび

旋光分散の測定，またグリコールキチンとの複合体に

ついての差スペクトルの測定はすべて上記1－1＜3）

記載の方法によった．

　（2）　リゾチームのメチルエステル化

　　A．反応時間とエステル化度および残存活性

　リゾチーム300mgを0．3m1の塩酸を含有する無

水メタノール30mlに溶解し，室温（25℃）で反応

させて経時的にエステル化度を測定した．

　Fig．13に示すように，エステル化は最初の4時聞

に急激に進行し，リゾチーム1分子あたり3．5個のカ

ルボキシル基がエステル化された．これと同時に活性

も急激に低下し，残存活性は約40％になった．この

ようにエステル化度に比し活性の低下が著しいことは

変性が急激に起つたか活性カルボキシル基，恐らく結

合部位を構成するカルボキシル基の修飾が起りやすい

ことを示唆しているようにみえる．
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Fig．　13．　Time　course　of　esterification　and

change　in　activity　of　lysozyme．

　一A一一一　Titration　in　the　presence　of　6．5

　　　　　M　guanidine　hydrochloride
　－e一一一　Titration　in　KCI　solution

　－O一　Relative　activity

　反応4時間後エステル化は緩慢になり，3日間の反

応で約11個のすべてのカルボキシル基が修飾され

た．1同時に活性もほとんど完全に失なわれたご

　　B．塩酸濃度とエステル化度および残存活性

　リゾチーム100m9を塩酸含量を異にするメチルア

ルコール10mlに溶解し，室温（25℃）で24時間エ

ステル化を行なった．

　Fig．14に示すように，塩酸濃度の増大につれてエ

ステル化も増したが，』同時に活性も急激に低下した．
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Fig．　14．　Effect　of　concentration　of　hydro－

chloric　acid　on　the　esterification　and　activity

of　lysozyme．

　一A一一　Titration　in　the　presence　of　O．5

　　　　　M　guanidine　hydrochloride
　－e一　Titration　in　KCI　solution
　－O一　Relative　activity
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Fig．　15．　Effect　of　temeprature　on　the　es－

terification　and　activity　of　lysozyme．

　一A一　Titration　in　the　presence　of　O．5

　　　　　M　guanidine　hydrochloride
　－e一一一一　Titration　in　KC1　solution

　－O一　Relative　activity

　　C．反応温度とエステル化度および残存活性

　リゾチーム100mgを塩ue　1％を含有するメチルア

ルコール10　mlに溶解し，種々の温度で24時問エス

テル化した．

　Fig．15から明らかなように，エステル化度は温度

の上昇とともにほぼ直線的に増大したが，これにとも

なって活性もほぼ直線的に低下した．

　　D．リゾチーム試料の水分含量とエステル化度お

　　　よび残存活性

　水分含量を異にするリゾチーム試料100mgを，そ

れぞれ塩酸0．33％を含むメチルアルコール10m1に

50
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Fig．　16．　Effect　of　moisture　of　lysozyme
preparation　on　the　esterification　and　activity

of　lysozyme．

　一A一一　Titration　in　the　presence　of　O．5

　　　　　M　guanidine　hydrochloride
　－e一　Titration　in　KCI　solution
　－O一　Relative　activity

溶解し，4℃で3日間エステル化した．Fig．16に示

すように水分含量の増大はエステル化度と残存活性を

低下させる傾向があpた．

　（3）エステル化リゾチームの物理化学的ならびに

　　　　酵素化学的性質

　塩wa　1％を含有するメチルアルコールにより，室温

（25℃）で1時間エステル化し，エステル化リゾチー

ムを調整した．このエステル化リゾチームのエステル

化度は1分子あたり2．5個で，残存活性は約50％で

あった．

　物理化学的性質に関しては，エステル化リゾチーム

を0．5M酢酸緩衝液（pH　4．5’）に溶解した溶液につ

いて，紫外吸収スペクトル，旋光分散を測定したが，

リゾチームの紫外吸収スペクトルおよび旋光分散曲線

とよく一致した．したがって，リゾチームは上記のエ

ステル化によって二三の配位，紫外吸収に関係する構

造をほとんど変化しないことが推察された．

　ついで，酵素化学的性質に関しエステル化リゾチー

ムとグリコールキチンとの複合体についての差スペク

トルを測定した．反応溶液中のエステル化リゾチーム

およびグリコールキチンの濃度はそれぞれ0．05％，

0．1％で緩衝液はpH　4．5の0．5M酢酸緩衝液を用

いた．

　Fig・17に示すように赤色移動の差スペクトルが観

察された．リゾチームの場合と多少形が異なるが，リ

ゾチーム・グリコールキチン複合体が形成されている

ことは明らかである．

　エステル化リゾチームの活性のpH依存性はリゾ
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Fig．　17．　Difference　spectra　of　ES－complex

of　esterified　lysozyme　and　native　lysozyme

employing　glycolchitin　as　substrate．
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Fig．　18．

rified　with　methanol　for　one　hour．

120

Chromatogram　of　lysozyme　este一

チームとまったく同じで，最適pHは4．6にあっ
た．

　また，100℃の加熱による活性の変動もリゾチーム

の場合とまったく同じであった．

　（4）　エステル化リゾチームのカラムクロマトグラ

　　　　フィー

　上記と同じエステル化リゾチーム8mgと無処理リ

ゾチーム2mgを混合しpH　6．5の0．2Mリン酸緩

衝液に溶解し溶液をBio－Rex　70のカラムにかけ，

食塩濃度の傾斜（0．2→0．8M）によってgradient

elutionを行なった．その結果Fig．18に見られる

ように，リゾチームの溶出位置（F．）とは異なる位

置にF1，　F2，　F3の3っの二分が溶出された．この3

っの書分に含まれるエステル化リゾチームは，エステ

ル化度，エステル化されたカルボキシル基の位置を異

にするものと考えられ，エステル化は不規則に進行し

たものと推察される．したがって，室温，高濃度塩酸

によってエステルを行なうとエステル化に関し不均一

なエステル化リゾチームがえられる．

　（5）　メチルエステル化リゾチームの液体アンモニ

　　　　・アによる加アンモニア分解

　有機酸エステルを液体アンモニアによって加アンモ

ニア分解し有機酸アミドを生成する方法は，有機合成

法として，低分子化合物，合成繊維などの合成に広く

用いられている．この反応を高分子タンパク質のカル

ボキシル基をエステル化したものに応用し，これをア

ミド化することを試みた．

　　A．エステル化リゾチームの加アンモニア分解の

　　　　条件

　　（a）　反応時間

　塩酸1％を含むメチルアルコールを用い，室温で3

日間エステル化したりゾチーム50mgを液体アンモ

ニアまたは塩化アンモニウムを添加した液体アンモニ

ア5m1に溶解し，それぞれ所定の温度に保って経時

的にアミド化度を測定した．

　その結果Fig．19に示すように，一45℃以下では
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and　change　in　activity．

　一一一A一　Reaction　at　200C

　－A一
　一e一　Reaction　at　一450C
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Reaction　at　20eC　（wlth　NH4Cl）
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加アンモニア分解は徐々に進行し，10日間の処理で

一45℃では7個，一650Cでは5個のカルボキシル

基がリゾチーム1分子あたりアミド化された．

　室温（20℃）処理では加アンモニア分解はきわめて

迅速に進行し，一日の処理でリゾチーム1分子あたり

約11個のすべてのカルボキシル基がアミド化され

た．

　なお，この実験で塩化アンモニウムを添加した液体

アンモニアによる加アンモニア分解は無添加の場合よ

りわずかながら加アンモニア分解の速度が速かった．

　　（b）反応温度

　上記と同じエステル化リゾチーム50mgを液体ア

ンモニアまたは塩化アンモニウムを添加した液体アン

モニア5mlに溶解し，それぞれ所定の温度に1日保

ち，アミド化度を測定した．

　その結果をFig．20に示す．すなわちアミド化は

温度の上昇とともにほとんど直線的に上昇したが，

0．2N酢酸可溶性リゾチームの収量：は逆に急激に低下

した．この低下はすでに述べたように塩化アンモニウ

ムの添加によってかなり阻止することができた．

　な紅この場合にも塩化アンモニウムの添加によっ

てある程度アンモニア分解の速度を促進することがで

きた．
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Fig．　21．　Chromatogram　of　amidized
lysozyme．

　　B．アミド化リゾチームのカラムクロマトグラフ

　　　　イー

　塩酸1％を含有するメチルアルコールを用い，室温

で1時間エステル化し，ついで一65℃の液体アンモニ

ア申で16日間加アンモニア分解を行なって調製した，

残存活性56％，アミド化されたカルボキシル基の数

2．7個／分子のブミド化リゾチームについてBio　Rex

70によるクロマトグラフィーを上記の方法で行なっ

た．

　溶出像をFig．21に示すが，エステル化リゾチー

ムの溶出像に類似し，リゾチームの溶出位置と異なる

位置にアミド化リゾチームの3つの画分が溶出され

た．

　　C．アミド化リゾチームの物理学的ならびに酵素

　　　　化学的性質

　上記Bに記載したものと同じアミド化リゾチームに

ついて，旋光分散，紫外吸収スペクトル，基質グリコ

ールキチンとの複合体の差スペクトル，活性のpH：依

存性および耐熱性をそれぞれ測定した．
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Fig．22．　ORD　curves　of　amidized　lysozyme
and　native　lysozyme．
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Fig．　23．　UV　spectra　of．　amidized　lysozyme
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Fig．　24．　Difference　spectra　of　ES－complex

of　amidized　lysozyme　and　native　lysozyme
employing　glycolchitin　as　substrate．

　Upper　curve：　amidized　lysozyme
　Lower　curve：　native　lysozyme

　その結果をFig．22一一26に示す．すなわちアミド

化リゾチームの物理化学的ならびに酵素化学的性質

は，差スペクトルの微細な変化を除いて，無処理リゾ

チームとよく一一致した．

　2．．カルボジイミド法によるアミド化

上に述べたりゾチームのアミド化は，塩酸・．メチル
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Fig．　25．　The　pH　dependence　of　activity　of

amidized　lysozyme　and　native　lysozyme．
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Fig．　26．　Thermal　stability　of　amidized

lysozyme　and　native　lysozyme．

一e一　Amidized　lysozyme
－O一　Native　IYsozyme

アルコールによるメチルエステル化に選択性がみら

れず，反応が不均一に進行することがわかったので，

OOらに他の方法でカルボキシル基を活性化し，活性化

されたエステルを液体アンモニアによって加アンモニ

ア分解してアミド化すことを試みた．

　そこで，まずタンパク質のカルボキシル基修飾法と

して最近よく用いられているカルボジイミド法につい

て検討を加えた．

　この修飾法についてはすでにHoareおよびKo－

shland（1966，1967）のN－benzyl－N’一（dimethyl－

aminopropyl）　carbodiimide，　1－methyl－3一（dime“

thylaminopropyl）　carbodiimide，　1－cyclohexyl一
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3一（2－morpholinoethyl）carbodiimideなどを用い

た報告がある．また林ら（1968）の1－cyclohexy1－3

一（2－morpholinoethy1）carbodiimide（以下CMC

と略称）を修飾試薬として用いたりゾチームの修飾も

報告されている．これらの研究はいずれも水溶液中の

反応として行なわれ，液体アンモニアを溶媒として使

用した報告はまったくない．

　そこで，ここではCMCについて液体アンモニア

中での反応の可能性を検討し，従来の水溶液中での反

応と比較した．

　CMCによるカルボキシル基の修飾および液体アン

モニアによる加アンモニア分解は下に示した反応式に

したがって進行するものと考えられる．

Lysozyme COOH　十

リゾチーム

　（1）実験材料と方法

　　A．試　薬

　1－cyclohexyl－3一（2－morpho14．　oethyl）　carbodi－

imide　（CMC）：Mann　Research　Laboratories

Inc．より購入。

　　B．実験方法

　（a）CMC化リゾチームの調整

　リゾチーム100mgを0～4℃でpH　4．7の酢酸

緩衝液に溶解し，温度を0～4。Cに保ちながら200mg

のCMCを数回にわけ，2時間かけて添加した．こ

の間反応液のpHは1：Nの塩酸を用いできるだけ

4．7に保つた．反応後溶液をpH：7．5の0．1Mリン

酸緩衝液に対して3日間透析したのち凍結乾燥した．

N－CH・．CH・一CH　レX鱒

Lysozyme

“iH　O

coo@
？

CMC　XcH／，　O

NH－CH　2・CH　2－CH

　　　　　　　　　　CMc化りゾチーム

　　　　　　　o
　　　　　　　II
Lysozyme　　　　　C　－NH2十H＋十　　〇＝C

　　ア，ド化，ゾチーム　　＼、

　（b）CMC化リゾチームの加アンモニア分解

　CMC化リゾチームについて，エステル化リゾチー

ムの場合と同じ方法で加アンモニア分解を行なった．

　　（c）液体アンモニア中におけるリゾチームと

　　　　CMCの反応（直接アミド化法）

　アセトン・ドライアイスで冷却した液体アンモニア

5mlに50　mgのりゾチームをマグネチックスター

ラーで撹拝しながら加えて溶解し，さらにCMC所

定量（50～100mg）を加えた．一45℃以下の一定温

度に一定時間反応させ，液体アンモニアを蒸発させた

のち透析，凍結乾燥によってアミド化リゾチームをえ

た．

　上記の反応においてリゾチームは液体アンモニア申

でCMCと反応し，カルボキシル基がCMCと結合

する．生成した活性エステルは直ちに加アンモニア分

解をうけ，アミドに変る．

CH　3　CH　3

＼吉／
／i’XcH　2

　　　　1　・x・一

XCH，／O

／・H心・H3

NH4・NH2

　　　　　　　　　　CH　3
　　　　　　＼吉／

　　　　　　　／‘’XcH　2

NH－CH2・CH2－CH　1・xnt＋NH3

　　　　　　XCH2／O

　（d）その他

　旋光分散，紫外吸収スペクトル，差スペクトル，リ

ゾチーム活性などの測定およびアミド化リゾチームの

カラムクロマトグラフィーにはすべてすでにエステル

化リゾチームについて記載した方法を用いた．

　（2）水溶液中でCMCと反応させたりゾチーム

　　　　の液体アンモニアによる加アンモニア分解

　　　　（間接的アミド化）

　上記の方法で水溶液（酢酸緩衝液）中でCMC化

したりゾチームの残存活性は76％であったが，その

100mgを液：体アンモニア5m1に溶解し，室温（15

。C）および一一65℃で加アンモニア分解を行ないアミ

ド化リゾチームをえた．

　Table　6に示すように，室温処理で5個，低温

（一65℃）処理では5．5個のカルボキシル基がリゾチ

ーム1分子あたりアミド化された．この方法によって
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Table　6． Ammonolysis　of　CMC－lysozyme　produced
in　aqueous　solution．

Conditions　of　ammonolysis

CMC－lysozyme
Treated　at　150C　for　1　day
Treated　at　一600C　for　2　days

Moles　of　carboxyl
groups　amidized

2
2
7
‘

0
5
5

Activity
　（％）

6
4
F
D

7
‘
　
6

Recovery
　（％）

2．　5

75

アミド化されたカルボキシル基の数は，林ら（1968）

が水溶液申でリゾチームのカルボキシル基をCMCお

よび親核性化合物グリシンメチルエステルあるいはグ

リシンアミドで修飾したきの修飾基の数より3～4個

口かった．したがってこの化学修飾は水溶液申より，

液体アンモニア申において，むしろ容易に進行するよ

うにみえる．

　活性に関しては，低温処理の場合，CMC化リゾチ

ームの残存活性76％であったものがアミド化の結果

65％になった．このように加アンモニア分解によっ

ても顕著な活性の低下が起らないことは，この修飾が

リゾチームの活性発現に直接関係していないカルボキ

シル基で起ったことを示唆している．

　本法で修飾したリゾチームの活性は，上記の林ら

（1968）の修飾に較べると約10％高く，しかもすで

に述べたように修飾されたカルボキシル基の数は多か

った．これは恐らく，アンモニアの親核性が高く，し

かも反応を低温で行なったためと考えられる．

　一方，液安処理を室温で行なった場合には活性は完

全に消失し，回収率も著しく低かった．

　（3）CMC化リゾチームの加アンモニア分解物

　　　　接アミド化）のクロマトグラフィー

　CMC化リゾチームの加アンモニア分解物について

行なったアミノ酸分析によって，アンモニアの増加を

認め，アミド化されたカルボキシル基の数を推定した

が，この増加したアンモニアが真に増加したアミド態

窒素に由来したものか否かを確かめるため，またこの

修飾の均一性を調べるためBio　Rex　70によるクロ

マトグラフィーを行なった．

　その結果Fig．27に示すように，普通リゾチーム

が溶出される位置（FN）より遅れて，アミド化リゾ

チームに相当する3つのピーク（F1，　F2，　F3）が認め

られた．このことはBio　Rexの性質（陽イオン交換

樹脂）から考えて，修飾物はリゾチームより塩基性で

あることを示しており，カルボキシルがアミド化され

たためと考えた．しかしアミド化は均一一には起ってお

らず，少なくとも3種のアミド化リゾチームが生成し

ていることが推定された．
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Fig．　27．　Chromatogram　of　ammonolysis－
products　of　CMC　modified　lysozyme．

　（4）液体アンモニア中におけるCMCとリゾチー

　　　　ムの反応によるアミド化（直接アミド化法）

　上に述べたカルボジイミドを用いるリゾチームのア

ミド化は，水溶液中におけるカルボジイミドとの反応

とCMC化リゾチームの液体アンモニアとの反応の

二段階の反応によって行なったものであるが，水溶液

申では大量のカルボジイミドを必要とし，しかも反応

速度が遅い．さらに二段階の反応を調節することによ

って一定のアミド化リゾチームをうることが困難であ

る．また水溶液申で調製したCMC化リゾチームを

一度精製し，これを液体アンモニアと反応させるため

操作が複雑である．

　そこでリゾチームとCMCとの反応を液体アンモ

ニア申で行ない，生成するカルボキシル基の誘導体を

同時に加アンモニア分解してアミドに変えることを試

みた．

　　A．反応条件の検討

　（a）CMC量
　反応に用いるCMCの適量を知るため，リゾチー

ム50mgと種々の量のCMCを5m1の液体アンモ
ニアに溶解し，一方面一65～一60℃に他は室温（15

℃）にそれぞれ1日保つた．反応後生成物について残

存活性とアミド態アンモニアの量を測定した．Fig．

28にその結果を示す．すなわちCMC量を増すにつ

れてアミド化されるカルボキシル基の数も増加する．
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Fig．　28．　Effect　of　amount　of　CMC　on　the

modification　of．Iysozyme　in　liquid　ammonia．

　・一・O一　Activity　at　一60e　to　一6seC

　－A一一b　Activity　at　150C

　－e一　Amidation　at　一600　to　一6sOC

　－A一　Amidation　at　15eC

とくにCMC低濃度ではCMC量の増大につれてア

ミド化も急激に増大するが，その後は徐々に増大し，

CMC量50　mg以上では一定値を保つた．この傾向

は低温，室温いずれの反応でもみられたが，低温の方

がむしろアミド化の速度が速く，すみやかlc一一定値に

達レて止る傾向がみられた．

　アミド化が一定値に達するに必要なCMCの量は

低温の場合リゾチームとほぼ等量で，上に述べた間接

アミド化法の場合の約半分で十分であった．しかし室

温反応の場合にはCMCが熱に不安定なため，低温

の場合と同じ一定値に達するのにリゾチームの倍量を

必要とした．

　一方生成したアミド化リゾチームの活性は，低温の

場合アミド化の進行に対応して低下するが，アミド化

が一定値に止まるととも活性も一一定値を保ち，残存活

性は約70％であった．このことは，本修飾法がかな

り選択性をもつていることを示唆している．

　室温での反応では活性はCMC量に関係なく完全

に消失した．

　　（b）反応時聞

　リゾチームとCMCそれぞれ50　mgを液体アンモ

ニア5mlに溶解し低温（一65～一60。C）および室温

（15℃）に所定の時聞保ってアミド化を行なった．

　その結果Fig．29に示すように，加アンモニア分

解は時間経過とともに進行し，はじめの1時間は迅速

に，その後は徐々に進行して低温では2時間の反応で

一定値に達し1リゾチーム1分子あたり6個のカルボ

キシル基がアミド化されて止まった．それ以後反応時

聞を延長してもアミ．ド化は進まなかった．一方室温で
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Fig．　29．　Time　course　of　direct　ammonolysis

of　lysozyme　with　CMC　in　liquid　ammonia．
　一〇一　Activity　at　一5sO　to　一60eC

　－A一　Activity　at　15eC
　－e一一　Amidation　at　一ssO　to　一60eC

　－A一一一一　Amidation　at　15eC

は，逆に低温の場合より反応速度が遅く，30分間の

反応でリゾチーム1分子あたり3．5個のカルボキシル

基（低温では約5個）が，また2時間の反応では約5

個日低温では約6個）のカルボキシル基がアミド化さ

れた．さらにその後も反応は徐々に進行し3時間の反

応で約5．5個に増加した．

　残存活性については，低温の場合はじめの1時間で

約70％に低下したが，それ以後反応時間を延長して

も活性は低下せず一定値に止まった．しかし室温の場

合にははじめの1時間で活性は急激に低下し，残存活

性は約20％になり，その後反応時間につれて活性は

ほとんど消失した．

　（c）反応温度

　リゾチームとCMC各50　mgを塩化アンモニア

10％を含有する液体アンモニア5mlに溶解し，所定

の温度に1日保ってア・ミド化を行なった．
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Fig．　30．　Effect　of　te，　mperature　Qn　the　direct

ammonolysis　of　lysozyme　with　CMC　in
liquid　ammonia．
　一一一e一　Amidation，　一一〇一　Activity
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　Fig．30から明らかなように，温度の上昇にもかか

わらずアミド化されるカルボキシル基の数はほとんど

増加しなかった．これは恐らくCMCの熱に対する

不安定性に起因するものと考えられる．

　一方残存活性は温度の上昇につれて急激に低下し，

一20。Cではほとんど消失した．

　　B．アミド化リゾチーム（直接アミド化）のクロ

　　　　マトグラフィー

　液体アンモニア申低温（一65～一60℃）で等量の

CMCとリゾチームを3時間反応させ，加アンモニア

分解を行なって’調製したアミド化リゾチーム40mg

と無処理リゾチーム2mgをpH：6．5の0．2Mリン

酸緩衝液に溶解し，Bio　Rex　70によるクロマトグラ

フィーにかけた．溶出は上記の方法により，食塩の濃

度勾配によるgradient　elutionによって行なった．

溶出像を．Fig．31に示す，

　アミド化リゾチーム（F1，　F，）はりゾチーム（FN）

より遅れて溶出した．このことはカルボキシル基がア

ミド化されていることを示している．さらにアミド化

1．5
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]チームの大部分は1つのピーク　（F、）’となって

溶出された．しかもこのピークは対称的でシャープで

あった．したがって，アミド化は選択的に進’行し，特

定のカルボキシル基に限定されているものと推察され

る．
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Fig．　33．　UV　spectra　of　amidized　lysozyme
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Fig．32．　ORD　curves　of　amidized　lysozyme

and　native　lysozyme．
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Fig．　34．　Difference　spectra　of　ES－complex

’of　amidi．zed　lysozyme　and　native　lysozyme

employing　glycolchitin　as　substrate．

　Upper　curve：　amidized　lysozyme
　Lower　curve：　native　lysozyme
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　一一e一一　Amidized　lysozyme

　－o一　Native　lys．ozyme

　　C．アミド化リゾチームの物理化学的ならびに酵

　　　　素化挙的性質

　すでに述べた方法によって，本法でアミド化したり

ゾチームの旋光分散，紫外部吸収スペクトル，基質グ

リコールキチンとの複合体形成に由来する差スペクト

ル，活性のpH：依存性，耐熱性を測定し，リゾチーム

と比較検討した．それらの結果をFig．32－36に示

すが，本修飾は，リゾチームの主鎖の配位，活性基の

配位をほとんど変化せず，わずかに62－Trpの状態

を変化して基質との結合に微細な差違を生ずるに過ぎ

ないことが明らかになった．

3．ウrドワード試薬によるカルボキシル基のアミ

　　ド化
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Fig．　36．

lysozyme　and　native　lysozyme．

　一一e一　Amidized　lysozyme
　一一一〇一一　Native　lysozyme

50

Thermal　stability　of　amidized

　ウードワード試薬（N－ethyl－5－phpnylisoxazol－

iu卑一3－sulfonate，以下WRと略称）をタンパク質

に応用したものとしては，HainsおよびZamecnik

（1967），林ら（1968）の報告があるが，すべて水溶液

申の反応である・

　そこでこの反応を液体アンモニア申で行なうことを

試みた．

　ウードワード試薬とリゾチームとの反応および生成

物の加アンモニア分解は下記の反応式にしたがって進

行すると考えられる．

　（1）　実験材料と方法

　　A．試薬
　ウードワード試薬：N－ethyl－5－phenylisoxazoL

ium－3－sulfonaeはMann　Research　Laboratories

Lysozyme COOH

リゾチーム

十

Ck”
撃堰C　／ox，i，　6　SO3Na

H2C．CH
　　WR

Lysozyme

　NH4NH　2

一・一一一一一一一一一一・

Ammonolysis

coo　一．　？／　6SO3Na

　　　　cH・一一CH一一NH一一C2Hs

　　　　　　　l
　　　　　　　CH

WR化リゾチーム

Lysozyme CON叢｛2’　十

アミド化リゾチーム

軍：｛ヂ

。　H　・一一　C　H一一一NH　一一　C2Hs

　　　董

　．．一　OH

十NH　3
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Inc．より購入した．

　　B．実験方法

　　（a）水溶液中におけるWRとりゾチームの反

　　　　　応

　リゾチーム300mgを氷水で冷却した25　mlのPH

410，5・oおよび6・oの。・　2Mリン酸緩衝液に溶解

し；冷却しながら擬拝を続け，150mgのWRを数

回に分け，3時間かけて添加した．反応後蒸溜水に対

して3日間透析し，凍結乾燥によって反応生成物すな

わちWR化リゾチームをえた．収量は75～85％で

あった．

　　（b）．WR化リゾチーみ．a）加ア著モニア分解

WR化リゾチ」ムを茨体7≧モニアに溶解して一

定条件に保ち，加アンモニア分解を行なってアミド化

リゾチームを調製した．

　　（C）液体アンモニア中におけるリゾチームと

　　　　　WR・との反応によるアミド化リゾチーム

　　　　　の調製’（直接アミド化）

　液体アンモ9アにリゾチームとWRを同時に溶解

し，．リゾチ“ムカルボキシル基のWRによる修飾と

それを加アンモニア分解することによってアミドに変

える反応を試みた．

　　（d）その・、他

『アミド態アンモ4ア，リゾチー一一ム活性，旋光分散，．

紫外吸収スペクトル，差スペクト）セなどの測定および

アミド化リゾチ「ムのクロマトグラフィーは上述の方

立によって行なった．

　（2）・WR化リゾチームの生成とその性状

　リゾチームのWRとの反応を上述め方法によ・り

pH　4，5および6のリン酸緩衝液中で．行ない，生成

したWR化．リ・ゾチームの性状を調べた．・Table　7に

示すように，反応液のpHによってWR化リゾチ

ームの活性は異なり，pH：が高くなるほど活性は低下

した．・その原因は下記のWR化リゾチームの加アン

テヒ・ア分解の実験結果から推定されるように，pHが

高くなるほどWRとの反応が促進されるためと考え

られる．なお収量は反応液のpHには左右されなか

った．

　（3）WR化リゾチームの加アンモニア分解

WR化リゾチーム50　mgを液体アンモニア5ml

！踏解し・一45℃に坦保ち・加アンモニア分解を

行なった．えられたアミド化リゾチームのアミド化度

串性を調べた・　　　　　　三、・
　Fig．37に示すように，　WR化リゾチームの加ア

ンモニア分解によってアミド化されるカルボキシル基

のi数はWRとりゾチームの水溶液中における反応時

のpHに影響され，　pH　6．0のときリゾチーム1分

子あたり6．5個・ii．pH：5のとき45個，』pH：4のとき

2．5個であった．すなわち反応溶液のPHとアミド

化度とは直線関原にあった・．

　一方残存活性はプミド化に逆比例し，p：Hが高いほ

ど活性が低下した．
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Table　7．　Effect　of　pH　on　the　reaction　of

　　　　　WR　with　lysozyme　in　aqueous
　　　　　solution．

　　　　　4．0　．．　．一　5．0　．　6．O

　　　　　　　　　　　pH
．，Fig．37．　Ammonolysis　of　lysozy－mg．modifi．ed

with　WR　at　different　pH．’

　’一〇一　Activity，　一e一一　Amidation
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　mixture
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　（4）直接アミド化

　上に述べtg間接アミド化，・すなわち水溶液中におけ

る・WRと・の反応・および生成されたW；R化リゾチ

ームと液体アンモニアとの反応によるアミド化リゾ

牙：「ムの生成という2段階の反応は，カル’S’ジイ．ミ．ド

を用いた2段階の反応と同じように，アミド化度の調

節，操作の複雑さなど種々の問題点がある．そこで，

WRの場合にも液体アンモニア申でリゾチ・一・：一ムと

WRとを反応させ，直ちに加アンモニア分解を行な

？てアミドに変える，いわゆる直接アミド化法を検討

した．

　　A．反応条件の検討

　（a）WR：量

　リゾチーム’50　mgと．種々の量のWRを液体アン

モニア5mlに溶解し，低温く二φ5～÷6Q℃）およ：び
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Fig．　38．　．　Effect　of　amount　of　WR　on　the

modification　of　lysozyme　in　liquid　ammonia．

　一一一A一　Amidation　at　150C

　－e一　Amidation　at　一600　to　一6soC

　－A一　Activity　at　15eC
　－O一　Activity　at　一600　to　一6sOC

室温（15℃）にそれぞれ1日保って反応させたのち，

生成物の性質を調べた．

　その結果Fig．38に示すように，反応を低温にお

いて行なう場合，WR量が25　mgまでの範囲では試

i薬量の増加につれてアミド化も促進されるが，25mg

で一定値（リゾチーム1分子あたり3個のカルボキシ

ル基がアミド化）に達し，それ以上WRの量を増し

てもアミド化は進まなかった．したがって低温反応時

必要なWRの量は25　mg，すなわちリゾチームの半

量で十分であった．

　低温反応における活性の変効についても同じような

傾向がみられ，試薬量15　mgまでに残存活性は85％

に低下したが，それ以上試薬量を増しても一定値を保

つた．

以上のことからWRを使用するアミド化もCMC

によるアミド化同様かなり高い選択性をもつことが推

察される．

一方室温反応においては，WR量IO　mgまでの範

囲では試薬量の増加につれて反応は著しく促進され，

リゾチーーム1分子あたり約10個のカルボキシル基が

アミド化される．それ以上のWR量ではアミド化は

進まず，50mgで11個すべての遊離カルボキシル基

がアミド化された．しかし室温反応ではWR量に関

係なく活性は完全に消失した．

　（b）反応時間

　リゾチームとWRそれぞれ50　mgを液体アンモ

ニア5m1に溶解し，低温（一65～一60℃）と室温

（15℃）に所定の時間保って反応させた．

　　　　　　1　　　　　2　　　　　3　　　　　4

　　　　　　　Reaction　time　（hr）

Fig．39．　Time　course　of　direct　ammonolysis

of　lysozyme　with．WR　in　liquid　ammonia．
　一〇一　Activity　at　一600　to　一6so

　一一一A一　Activity　at　15eC

　一一一e一　Amidation　at　一60e　to　一6so

　－A一一一　Amidation　at　15eC

　その結果をFig．39に示すが，低温反応の場合に

はアミド化は時間とともにほぼ直線的に増大し，4時

間の反応でリゾチーム1分子あたり3個のカルボキシ

ル基がアミド化された．このアミド化にともなって活

性もほぼ直線的に低下し，4時間反応時の残存活性は

約75％であった．

　一方室温反応では，はじめの1時間でアミド化は急

激に進行し，リゾチーム1分子あたり約6個のカルボ

キシル基がアミド化されるが，それ以後アミド化はや

やゆるやかに進行し，2時聞で7個，4時間で8．5個

がアミド化された．しかし活性は急激に低下し，1時

間で残存活性約20％となり，それ以上反応を続ける

とほとんど消失した．

　（c）反応温度

　リゾチーム50mgとWR　50　mgを塩化アンモニ
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Fig．40．　Effect　of　temperature　on　the　direct

ammonolysis　of　lysozyme　with　WR　in　liquid

ammon1a．
　一一一e一一　Amidation，　一〇一　Activity
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ウムを10％含有する液体アンモニア5m1に溶解し，

745℃，一一20℃，0。Cおよび15℃に1日放置した．

　Fig．40から明らかなように，アミド化は温度の上

昇とともにほぼ直線的に，急激に増大し，リゾチー一・ム

1分子あたり，一45℃では2．5個，一20℃では5．5

個，0。Cでは8．5個，15。Cでは約11個のカルボキ

シル基がアミド化された．一方活性は，リゾチームの

液安処理の場合と同じように一45℃から一200Cに

かけて急激に低下し，一20℃以上ではほとんど完全

に失活した．

　　B．アミド化リゾチームのカラムクロマトグラフ

　　　　イー

　上記一65℃の液体アンモニア中で直接アミド化法

によって調製したアミド化リゾチーム40mgと無処

理のリゾチーム2mgをpH：6．0の0．2Mリン酸緩

衝液に溶解し，Bio　Rex　70を用いたクロマトグラフ

ィーにカ〉けた．

　Fig．41にみられるように，アミド化リゾチーム

（F、，F2）はりゾチーム（FN）より遅れて溶出され，
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Fig．　41．　Chromatogram　of　amidized

lysozyme．

o．o

しかもその大部分は1っのシャープで対称的なte　・一ク

として分画F、に溶出された．したがって，この修飾

もCMCを用いてアミド化した場合と同じように，

かなり選択的に起っているものと推察される．
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Fig．　43．　UV　spectra　of　amidized　lysozyme

and　native　lysozyme．
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Fig．42．　ORD　curves　of　amidized　lysozyme

and　native　lysozyme．
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Fig．　44．　Difference　spectra　of　ES－comp1ex

of　amidized　lysozyme　and　native　lysozyme
employing　glycolchitin　as　susbstrate．

　Upper　curve：　aimidized　lysozyme
　Lower　curve：　native　lysozyme
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　一一¢．アミド佑リゾチームの物理化学的ならびに酵

　　　　素化学的性質

　直接アミド化法により，一65℃・の液体アンモニア

中で1日反応さ章て調製したアミド化lrゾチームを，

上記のクロマトグラフィーによって分画し，F1画分

を分離して，その性質を調べた．

　その結果をFig．42－46に示す．すなわち旋光分

散曲線，紫外吸収スペクトルは，リゾチームとよく一

致した．基質グリコールキチンとの複合体に由来する

差スペクトルはわずかながらりゾチームと異なるが，

類似の赤色移動が認められ，アミド化リゾチームもリ

ゾチームと同じような複合体をグリコールキチンどの
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Fig．　45．　The　pH　dependence　of　activity　of

amidized　lysozyme　and　native　lysozyme．

　一e一　Amidized　lysozyme
　一一〇一　Native　lysozyme

間に形成して，．活性を発現するも：のと考えた．活性の

pH依存性，100℃の加熱における耐熱性もリゾチー

ムとまったく同じで，ナミド化たともなう最：適pHの

変動は認められなかった．

IV．総括ならびに考察
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Fig．　46．　Thermal　stability　pf　amidized

lysozyme　and　native　lysozymg．

　一e一　Amidized　lysozymp
　－O一一一　Native　lysozyme

　リゾチーム早め遊離カルボキシjtr基は活性発現に関

係する基として注目きれている．とくに101－ASp『め

カルボギシル基は結合部位として，基質の糖残基との

間に2っの水素結合Pt形成することが推定されている

（Phillips，1966；』1967）．また35－Gluと52－Aspの

2つのカルボキシル基は触媒反応に関係する反応部位

と考えられている（Phillips，1966；1967）．

　このようにリゾチームのカルボキシル基は活性とめ

関連において重要であるので，活性基であることを化

学的に証明するため，種々の化学修飾が試みられてい

る．しかし52－Aspのメチルエステル化（Pa：rsons

ら，1969；Parsons　and　Raftery，1969）以外直接

的な証明はなきれていない．

　これらの化学修飾はすべて水溶液申の反応として行

なわれているので，著者らはこれを液体アンモニア申

で行なうことを試みた．

　修飾反応を行なうに先立ち，まず液体アンモニア申

におけるリゾチームの安定性について調べた結果，

一一S5。C以上の温度ではりゾチームは変性を起して不

溶化したが，一45℃以下の低温ではかなり長期間安

定で，その構造ならびに活性を変化しないことが認め

られた．

　なお液安処理においてリゾチームの立体構造に影響

を及ぼす最も大きな因子は温度であったが，これは

一45。C以下の低温で反応を行なえば問題がないこと

がわかった．

　したがって液体アンモニア申低温での反応で化学修

飾を行ない，もし活性に変動があれば，その原因は化

学修飾にあると考えることがでぎる．また液体アンモ

ニア中低温での化学修飾を利用してリゾチームの構造

と活性との関係を追求することも可能になった．

　液体アンモニアは単なる溶媒として反応に関与しな

い場合と，反応試薬として反応に関与する場合とがあ

る．

　カルボキシルの修飾においては，カルボキシル基を

エステル化して活性化し，溶媒としての液体アンモニ

アに溶解すると同時に反応試薬として，エステルの加

アンモニア分解を行なわせ，カルボキシルをアミドに

変えることを試みた．水溶液申め化学修飾によってカ



液体アンモニア非水溶媒系におけるリゾチームカルボキシル基の化学修飾 23

ルボキシル基を簡単にアミドに変える方法は報告され

ていない．

　リゾチームのエステル化は3つの方法について適用

性を検討した．

　まず，カルボキシル基の修飾法として一般に用いら

れている塩酸一メチルアルコールによるエステル化を

試みた．このエステル化は塩酸を含むメタノール中で

行なうため，リゾチームはこの処理で完全に失活し，

活性に関連する研究には適用できないが，活性を無視

してカルボキシル基をエステル化しさらにそれを液体

アンモニア申でアミドに変える反応としては利用でき

る．

　この研究を通じ，エステル化されたカルボキシル基

は液体アンモニア申で完全に加アンモニア分解を受け

アミド基に変ることが確かめられた．

　第2の方法はカルボジイミドをカルボキシル基に結

合させたのち，二二性基と置換する反応によってアミ

ド化を行なった．すなわちアンモニアは強い親核性を

もっているので，カルボジイドと結合したカルボキシ

ル基を液体アンモニアに溶解することによって溶媒の

アンモニアと反応させアミドを生成させた．

　この場合，はじめ水溶液申でカルボジイミドとリゾ

チームを反応させ，生成するカルボジイミド化リゾチ

ームを液体アンモニアに溶解して加アンモニア分解を

行なう方法を用いたが，その後，液体アンモニアにリ

ゾチ「ムとカルボジイミドを同時に溶解すれば，全反

応が液体アンモニア中で進行し，遊離のカルボキシル

基がアミド化されたリゾチームをうることができた．

　このアミド化を一45℃以下の低温で行なうと，選

択的なアミド化が起り，一定の修飾リゾチームすなわ

ちリゾチーム1分子あたり6個のカルボキシル基が修

飾され，残存活性70％のアミド化リゾチームを生成

した．しかもこのアミド化に必要なカルボジイミドの

量は水溶液申の反応に必要な量の約半分であり，アミ

ド化が一定値に達する時間は2時間であった．したが

ってこの方法はリゾチームの構造と活性との関連を追

求する手段として使用しうるものと考えた．

　なお，液体アンモニア申でカルボジイミドを用いリ

ゾチームのアミド化を行なう場合，反応温度を上昇さ

せても，一・定量のカルボジイミドを用いる限り，アミ

ド化は上昇せず，温度が高いほどむしろ低下した．こ

れはカルボジイミドが液体アンモニア申で温度に対し

不安定なためと考えられる．

　第3の方法は上記のカルボジイミドのかわりにウー

ドワード試薬（WR）を用いる方法である．この場合

にも液体アンモとアにリゾチームと同時にWRを溶

解すると，WRはまずりゾチームの遊離カルボキシ

ル基と反応しWR化リゾチームを生成するが，これ

は液体アンモニアと直ちに反応してアミド化リゾチー

ムに変ることがわかった．

　この反応を一45℃以上の液体アンモニア申で行な

うと，リゾチームの活性は完全に消失するが，温度の

上昇とともにアミド化されるカルボキシル基の数は増

加し，15℃で1日反応させると，リゾチーム申の11

個すべての遊離カルボキシル基をアミド化することが

できた．したがってこの方法は，活性とは関係なく，

カルボキシル基を変える方法として有用である．

一方，一45℃以下の液体アンモニア中での反応で

は，非常に高い選択性が見られ，4時間の反応でリゾ

チーム1分子申3個のカルボキシル基のみがアミド化

され，残存活性75％のアミド化リゾチームがえられ

た．したがってこの低温反応はリゾチームカルボキシ

ル基の活性発現との関係を追究する手段として有用で

あると考えられる．

　以上の研究によって液体アンモニアをリゾチームの

カルボキシル基の化学修飾に用いうることが明らかに

なった．

V．要 旨

　1．リゾチームの液体アンモニア申における安定性

を調べた結果，処理温度が最も大きな影響を与えるこ

とが明らかになった．しかし一45℃以下の低温では

安定で，構造および活性を変化せず，好収量で回収す

ることができた．

　2．一20。C以上の液体アンモニア処理ではりゾチ

ームの変性とそれに伴なう不溶化が顕著に現われた・

この不溶化は塩化アンモニウムあるいは塩化ナトリウ

ム，とくに前者を液体アンモニアに添加することによ

って著しく阻止された．しかし一45。C以上で起る活

性の消失は阻止することができなかった．

　3．塩酸一メタノールによってリゾチームをエステ

ル化し，ついで液体アンモニアに溶解することによっ

て加アンモニア分解を行ないアミド化リゾチームをう

ることができた．

　この反応はリゾームの失活をともない，しかもアミ

ド化は不規則に，非選択的に起つたが，カルボキシル

基をエステル化し，これを液体アンモニアで処理すれ

ばアミド基に変換しうることを認めることができた．

　4．カルボジィミドによってまずリゾチームのカル

ボキシル基を修飾し，ついでこれを液体アンモニアで



at 王仁澤・尾崎孝幸．・林　勝哉・・船津　勝

処理することによってアミド基に変換することができ

た．．．この場合リゾチームとカルボジイミドを同時に液

体アンモSアに溶解しても，全反応が液体アンモニア

申で進行し，簡単にアミド化リゾチームをうることが

できた．一一一45℃以上の反応ではりゾチームは完全に

失活したが，．一45。C以下の低温における反応によっ

て「定の性質をもつたアミド化リゾチームをうること

ができた．‘ ｵたがってこの反応は低温では選択的に起

ることがわかった．

　　5．ウードワード試薬を用いカルボジイミドを用い

た場合と同じ方法でアミド化リゾチームをえた．この

場合，15℃の液体アンモニア申で反応を行なうと1

日でりゾチームのすべ℃の遊離カルボキシル基をアミ

ド基に変換することができた．一45℃以下の低温反

応では，アミド化は選択的に起り，残存活性の高いア

ミド化リゾチームをうることができた．
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Summary

　　　Attempts　were　made　successfully　to　perform　the　amidation　of　carboxyl　groups　of

lysozyme　in　liquid　ammonia．
　　　Prior　to　the　chemical　modification，　stability　of　lysozyme　in　liquid　ammonia　was

investigated　under　various　experimental　conditions．　As　the．　results，　it　was　found．that
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there　are　no　significant　effects　of　liquid　ammonia　on　the　physical　as　well　as　chemical

and　enzymatical　properties　of　lysozyme　when　lysozyme　was　dissolved　in　liquid　qmmonia

below　一4sOC．

　　　　Amidation　of　carboxyl　groups　of　lysozyme　was　achieved　by　the　ammonolysis　of

the　active　forms　of　ester．　The　esterification　of　carboxyl　groups　of　lyso2yme　was　carried

out　by　three　diffetent　methods　pmploying　the　following　reagents：　（1）　methanol　with

hydrochloric　acid，　（2）　carbodiimide，　（3）　Woodward’s　reagent．

　　　　In　the　case　of　methanol－HCI，　esterification　was　performed　in　aqueous　solution　and

esterified　lysozyme　was　ammonolyzed　in　liquid　ammonia　resulting　in　amidized　lysozyme．

In　this　method　carboxyl　group　could　be　amidized　without　any　denaturation　when　it　was

carried　out　at　low　temperature　below　一45eC，　though　the　reaction　proceeded　so　slowly．

Denaturation　occurred　accompanying　insolubilization　of　lysozyme　at　room　temperature．

　　　　In　the　case　of　carbodiimide，　two　methods　were　employed．　Carboxyl　groups　of

lysozyme　were　modified　with　1－cyclohexyl－3一（2－morphinoethyl）　carbodiimide　（CMC）　in

aqueous　solution　followed　by　successive　ammonolysis　of　CMC－lysozyme　to　amidized

lysozyme　in　liquid　ammonia．

　　　　On　the　other　hand，　lysozyme　and　CMC　were　simultaneously　dissolved　in　’liquid

ainmonia　below　一450C，　and　the　reaction　was　completed　producing　amidized　lysozyme．

In　this　method　the　chemical　modification　occurred　selectively　in　comparison　with　that

in　aqueous　solution，　and　six　carboxyl　groups　were　amidized．　The　remaining　activity　of

product　was　measured　to　be　about　70　per　cent．

　　　　In　the　case　of　Woodward’s　reagent，　N－ethyl－5－phenylisoxazoline－3－sulfonate　（WR），

the　reagent　and　lysozyme　were　reacted　in　liquid　ammonia，　and　yielded　specifically

amidized　lysozyme　of　which　three　carboxyl　groups　were　modified　and　remaining　activity

was　about　75　per　cent．

　　　Thus，　a　new　method　of　the　chemical　modification　of　carboxyl　groups　of　lysozyme

was　established　by　using　liquid　afnmonia　as　solvent　as　well　as　chemical　reagent．　As

the　modification　with　CMC　or　wn　in　liquid　ammonia　are　particularly　selective，　this

method　seems　to　be　available　for　the　study　of　the　relationship　between　structure　and

function　of　lysozyme．


