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1．はじめに

プラスチック製品はその利便性や高機能性から急
速に需要が拡大し 1950 年以降のプラスチック生産
量は 83 億トンを超える．生活用品に広く用いられ
る汎用プラスチックや，輸送機や電子機器のような
一定の強度と耐熱性が求められるエンジニアプラス
チックをはじめ，近年は土壌の微生物の力で最終的
に水と二酸化炭素へ分解される生分解性プラスチッ
クにも注目が集まっており，今後も新興国の経済発
展に伴ってプラスチック製品の国際的な需要拡大が
予測されている．その一方で，プラスチック生産の
大半は石油資源を由来とする基礎化学品を原料に用
いて合成されており，持続可能な社会実現の観点に
おいて枯渇資源である石油の利用は将来，資源的制
約を受けるリスクを有するだけでなく，ナフサ分解
による基礎化学品の合成において多量の二酸化炭素
が排出されることが問題とされている．わが国にお
いては 2020 年に年間 4,300 万トンの二酸化炭素が
石油資源からの化学品製造過程において排出されて
おり 1），世界でのプラスチック製品の需要拡大から
今後もプラスチック製造に帰属される二酸化炭素排
出量の増加が容易に予測される．これらの背景より，
原料として石油資源に頼ることのない新たなプラス
チック製造手法の探索が求められており，①サトウ
キビやパーム油等のバイオマスを原料とするポリエ
ステル（PE）2），ポリヒドロキシアルカノエート

（PHA）合成 3）や地球温暖化の原因物質である二酸
化炭素を原料とするポリカーボネート 4）またはポ
リラクトン 5）合成がすでに達成されている．しか
しながら，①に示す手法では可食性植物を原料に用
いるため食糧問題との競合が問題点としてあげられ
る．そこで我々は，②に示した石油資源の代替原料
として二酸化炭素を用いるプラスチック合成に焦点

を当てている．地球温暖化の原因物質として削減が
喫緊の課題となっている二酸化炭素をプラスチック
製品のような耐久性のある素材へと変換すること
は，二酸化炭素の長期固定化へと繋がり，カーボン
ニュートラルな社会実現に向けた大きな前進となり
得る．このように二酸化炭素を原料として有用物質
を生産する最も身近な例として，陸上植物や藻類の
光合成があげられる．光合成とは，太陽光エネルギー
を化学エネルギーへと変換し温和な条件下において
二酸化炭素を還元，炭素数を拡張し最終的にはグル
コースを生成する反応過程のことである 6）．光合成
は約 30 段階にも及ぶエネルギー・電子移動過程と
10 段階の酵素反応過程からなり，各段階の効率が
約 100 ％で進行する非常に緻密かつ驚異的な反応で
ある 7）．本稿では，光合成の反応過程を一部簡略化
および模倣し，人工的な光合成モデルをデザインす
ることで，温室効果ガスの一種である二酸化炭素か
ら再生可能エネルギーの代表格である太陽光をエネ
ルギー源に用いたプラスチック原材料であるフマル
酸の新たな合成手法を概説する .
　フマル酸は不飽和ポリエステル樹脂や生分解性高
分子として知られているポリブチレンサクシネート

（PBS）の原料である優れた有機酸である．不飽和
ポリエステル樹脂は繊維強化プラスチックの一種で
あり，その高い耐久性および強度から自動車や航空
機等の輸送機に用いられる極めて重要な素材であ
る．前述のように，二酸化炭素削減のためには，使
い捨て材料ではなく建材や輸送機をはじめとする恒
久的な目的で使用することがより効果的である．一
方，生分解性プラスチックの一種である PBS はわ
ずか 20 日でその 80 ％以上が土壌の微生物の働きに
より最終的に水と二酸化炭素へ分解されるという高
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温・常圧条件で有機物へ固定することができるだけ
でなく，利点②より水に難溶な性質を持つフマル酸
の分離・精製過程をより簡便にすることができる．
さらに本稿では，太陽光エネルギーを用いる光酸化
還元系を利用して MDH の触媒する炭酸固定反応に
伴い酸化される NADH を NAD＋から再生すること
により，天然光合成の反応過程を模倣した，太陽光
エネルギーを用いる二酸化炭素およびピルビン酸か
らの L- リンゴ酸合成について示す．最後に , この反
応系に対し FUM が触媒する L- リンゴ酸脱水反応
を連結することによる，図 2 に示す二酸化炭素およ
びピルビン酸を原料とした可視光駆動型ワンポット
フマル酸合成法について概説する .

2．�2 種種の酵素利用による二酸化炭素および
ピルビン酸を原料とするフマル酸合成

2.1　FUMの触媒する L- リンゴ酸脱水反応
　FUM の触媒する L- リンゴ酸脱水反応は溶媒とし
て使用する緩衝液の種類に影響を受けることが知ら
れている 13）．ここでは HEPES-NaOH 緩衝液中での
ブタ心臓由来 FUM を用いた L- リンゴ酸脱水反応
について示す．試料溶液として L- リンゴ酸（1.0 
mM），FUM（0.5 U） を 含 む 5.0 mL の 500 mM 
HEPES-NaOH 緩衝液（pH 7.0）を用い 30℃の恒温
槽にて反応を開始し，生成するフマル酸はイオンク
ロマトグラフより定量できる．その結果，反応時間
とともにフマル酸が増加し 3 時間の反応で 0.21 mM
のフマル酸が生成する一方で，濃度平衡定数（［フ
マル酸］/［L- リンゴ酸］）は 0.26 と算出されてい
る 14）．このように FUM を用いてフマル酸を合成す
ることは可能であるが，水中での脱水反応というこ
ともあり速度論的な平衡制約を受ける．
2.2　�MDHの触媒するピルビン酸への炭酸固定反

応
　前項で述べた平衡制約を解消するには，FUM の

い生分解性を有するだけでなく，繊維との高い親和
性を持ち，化学的手法による組成改変の簡便性など
機能性にも優れた素材として近年注目を集めてい
る 8）．これらプラスチック製品の原料となるフマル
酸は，現在工業的には無水マレイン酸を原料とする
手法で生産されている．石油資源由来のベンゼンあ
るいは n- ブタンの接触気相酸化により生成した無
水マレイン酸の加水分解により得られるマレイン酸
を異性化することでフマル酸が合成される 9）．また，
石油資源に依存しない合成法としては，糖類に
Rhizopus 属の糸状菌を作用させる発酵法を用いた
フマル酸合成法 10）も報告されているが，フマル酸
の分離精製過程が複雑であることに起因する時間お
よびコスト面での欠点が指摘される .
　本稿ではまず，二酸化炭素を原料とするフマル酸
合成および合成後のフマル酸分離・精製過程の簡素
化を目的とした酵素利用によるフマル酸合成手法を
紹介する．我々は，TCA サイクルを構成する酵素
である，フマラーゼ（FUM; EC 4.2.1.2）11）および脱
炭酸リンゴ酸デヒドロゲナーゼ（MDH; EC 1.1.1.39）12）

に着目している．FUM は L- リンゴ酸とフマル酸の
相互変換を触媒する酵素であり，L- リンゴ酸を脱
水することでフマル酸を生成することができる（図
1）．MDH はピルビン酸と L- リンゴ酸の相互変換を
触媒する酸化還元酵素であり，天然補酵素の還元型
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）
存在下においてピルビン酸へ炭酸水素イオンを固定
することにより L- リンゴ酸を生成する（図 1）．こ
れら 2 種類の酵素が触媒する反応を連結することに
より，二酸化炭素および非可食性バイオマス由来化
合物であるピルビン酸からプラスチック原材料であ
るフマル酸の合成を達成している．酵素は①温和な
条件下において高い基質選択制を有し，②水中で機
能するというユニークな利点を持つ．したがって本
手法では，利点①より反応不活性な二酸化炭素を常

図 1　 FUM が触媒する L- リンゴ酸脱水反応および NADH 存在下における MDH が触媒する炭酸固定反応
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め 16），本研究で使用する Sulfolobus tokodaii 由来
MDH が触媒する炭酸固定反応における炭酸水素イ
オン濃度依存性が調査されている．試料溶液として
ピルビン酸ナトリウム（5.0 mM），炭酸水素イオン

（10–100 mM），金属補因子として MgCl2（10 mM），
天然補酵素 NADH（5.0 mM），Sulfolobus tokodaii
由 来 MDH（0.7 U） を 含 む 5.0 mL の 500 mM 
HEPES-NaOH 緩衝液（pH 7.0）を用い 30℃の恒温
槽にて反応を開始し，生成した L- リンゴ酸はイオ
ンクロマトグラフより定量されている．その結果，
図 3 に示すように炭酸水素イオン初期濃度増加とも
に L- リンゴ酸が増加する傾向が見られ，炭酸水素
イオン濃度 100 mM の場合，1.1 mM の L- リンゴ酸
が生成している（ピルビン酸変換率；22 ％）．この

触媒する L- リンゴ酸脱水反応の前段階として，他
の化合物から L- リンゴ酸を生成する反応を連結す
ることにより，FUM の反応基質である L- リンゴ酸
を中間体として与える必要がある．そこで，地球温
暖化の原因物質である二酸化炭素を原料に L- リン
ゴ酸を生成する反応を連結することができれば，二
酸化炭素を出発物質として L- リンゴ酸を経由しプ
ラスチック原材料であるフマル酸を合成することが
できる．ここでは，MDH が触媒する二酸化炭素お
よびピルビン酸を原料とする L- リンゴ酸合成法を
紹介する．試料溶液としてピルビン酸ナトリウム

（5.0 mM），炭酸水素イオン（10 mM）， 金属補因子
として MgCl2（10 mM），天然補酵素 NADH（5.0 
mM），Sulfolobus tokodaii 由来 MDH（0.7 U）を含
む 5.0 mL の 500 mM HEPES-NaOH 緩衝液（pH 7.0）
を用い 30℃の恒温槽にて反応を開始し，生成する
L- リンゴ酸はイオンクロマトグラフより定量でき
る．結果，反応時間の経過とともに L- リンゴ酸が
増加し，反応 1 時間後には 0.49 mM の L- リンゴ酸
が生成する 14）．ピルビン酸への二酸化炭素固定に
よる L- リンゴ酸生成は，熱力学的に安定な二酸化
炭素が反応物として関与するために式 1 に示すよう
な吸エルゴン反応である 15）にも関わらず，MDH
を用いることにより温和な条件下において反応不活
性な二酸化炭素を有機酸へと固定することに成功し
ている．

　ピ ルビン酸塩＋ CO2 + H+ → L- リンゴ酸塩　ΔG’
r
0 

＝＋ 63.8 kJ/mol （式 1）

　さらに，脱炭酸型リンゴ酸脱水素酵素は炭酸水素
イオン濃度依存性を持つことが報告されているた

図 3　 MDH が触媒する炭酸水素イオンおよびピルビン酸
を原料とした L- リンゴ酸合成系による L- リンゴ酸
生成濃度の経時変化に対する炭酸水素イオン濃度の
影響

図 2　 MDH が触媒する炭酸固定反応および NAD ＋光還元系を連結した二酸化炭素およびピルビン酸を原料とする可視光駆
動型ワンポットフマル酸合成系
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生成する L- リンゴ酸およびフマル酸はイオンクロ
マトグラフより定量できる．その結果，図 5 に示す
ように反応時間の経過とともに中間体 L- リンゴ酸
およびフマル酸が増加し，反応 3 時間後にはそれぞ
れ 1.56 および 0.30 mM 生成する．このことは，
MDH の触媒機能により二酸化炭素およびピルビン
酸から生成する L- リンゴ酸が FUM を用いて脱水
されフマル酸が生成することを示している．また，
FUM の触媒する L- リンゴ酸脱水において L- リン
ゴ酸（1.0 mM）を出発物質とする場合，図 5 に示
すように反応 3 時間で速度論的平衡に達するのに対
し（濃度平衡定数（［フマル酸］/［L- リンゴ酸］）
＝ 0.25），前段に MDH の触媒するピルビン酸への
炭酸固定反応を連結した場合には定常的にフマル酸
が増加し，濃度平衡定数（［フマル酸］/［L- リン
ゴ酸］）は 0.65 と算出される．このことは，MDH
の触媒する炭酸固定反応を FUM の触媒する L- リ
ンゴ酸脱水へと連結し，L- リンゴ酸を中間体とし
て与えることで二酸化炭素を原料にフマル酸を生成
および促進できることを意味している．

ように，Sulfolobus tokodaii 由来 MDH が触媒する
ピルビン酸への炭酸固定反応においても炭酸水素イ
オン濃度依存性が明らかであることから，反応容器
内の気相部分への CO2 ガス導入による効果が検討
されている．試料溶液としてピルビン酸ナトリウム

（5.0 mM），炭酸水素イオン（100 mM）， 金属補因
子として MgCl2（10 mM），天然補酵素 NADH（5.0 
mM），Sulfolobus tokodaii 由来 MDH（0.7 U）を含
む 5.0 mL の 500 mM HEPES-NaOH 緩衝液（pH 7.0）
の入ったサンプル管内の気相部分を CO2 ガスを用
いて 10 分間置換したのち，30℃の恒温槽にて反応
を開始している．その結果，図 3 に示すように気相
部分を CO2 ガスで置換することにより，L- リンゴ
酸生成が向上することが明らかとなっている．ここ
で，ピルビン酸から L- リンゴ酸への変換が大過剰
の炭酸水素イオンを含む可逆的 1 次元反応であると
仮定すると，気相部分へ CO2 ガスを導入した場合
とそうでない場合のそれぞれの濃度平衡定数は
0.48，0.35 と算出できる．このことは，気相への
CO2 ガス導入により MDH の触媒する反応の進行が
炭酸固定側へと傾くことで L- リンゴ酸生成が促進
されることを示している．
2.3　�MDHおよび FUMを用いた二酸化炭素およ

びピルビン酸を原料とする逐次的フマル酸
合成

　前項までの内容を踏まえ，FUM の触媒する L- リ
ンゴ酸脱水と MDH の触媒するピルビン酸への炭酸
固定を連結することで，二酸化炭素およびピルビン
酸から L- リンゴ酸を経由しプラスチック原材料で
あるフマル酸を合成する系が検討されている（図
4）．試料溶液としてピルビン酸ナトリウム（5.0 
mM），炭酸水素イオン（100 mM）， 金属補因子と
し て MgCl2（5.0 mM）， 天 然 補 酵 素 NADH（5.0 
mM），Sulfolobus tokodaii 由来 MDH（0.7 U）およ
びブタ心臓由来 FUM（0.5 U）を含む 5.0 mL の 500 
mM HEPES-NaOH 緩衝液（pH 7.0）の入ったサン
プル管内の気相部分を CO2 ガスを用いて 10 分間置
換したのち，30℃の恒温槽にて反応を開始している．

図 5　 MDH および FUM が触媒する炭酸水素イオンおよび
ピルビン酸を原料としたフマル酸合成系による L- リ
ン ゴ 酸 お よ び フ マ ル 酸 生 成 濃 度 の 経 時 変 化，
Fumarate（*1）; 出発物質 1 mM L- リンゴ酸

図 4　 2 種類の酵素，MDH および FUM を用いる二酸化炭素およびピルビン酸を原料とするフマル酸合成系
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唆される．
3.2　�二酸化炭素を原料とする可視光駆動型 L- リ

ンゴ酸合成
　前項で紹介した NAD＋光還元を MDH の触媒す
るピルビン酸への炭酸固定反応に適用することで，
太陽光を駆動力に用いるピルビン酸および二酸化炭
素からの L- リンゴ酸合成を紹介する．試料溶液と
して TEOA（0.20 M），ZnTPPS（10 µM），［RhCp*

（bpy）（H2O）］2＋（10 µM），NAD＋（0.5 mM）， ピ ル
ビン酸ナトリウム（5.0 mM），炭酸水素イオン（100 
mM）， 金 属 補 因 子 と し て MgCl2（5.0 mM），
Sulfolobus tokodaii 由 来 MDH（0.7 U） を 含 む 5.0 
mL の 500 mM HEPES-NaOH 緩衝液の入ったサン
プル管内を CO2 または Ar ガスを用いて置換したの
ちに 30℃の恒温槽にて可視光源としてハロゲンラ
ンプを照射することで反応を開始している．生成物
である L- リンゴ酸はイオンクロマトグラフより定
量できる．また，各ガスを用いて気相を置換したの
ちの溶液のpHがどちらも揃うよう調製されている．
その結果，どちらの置換ガスを用いる場合にも可視
光照射とともに L- リンゴ酸が増加する（図 7）．こ
のことは，可視光照射により生成する NADH を補
酵素として用い，MDH の触媒機能によって二酸化
炭素およびピルビン酸から L- リンゴ酸が生成した
ことを意味している．一方で，図 7 に示すように
CO2 ガスを気相部分へ導入する場合には，L- リン
ゴ酸生成が促進されることが明らかとなっている．
前項で述べたように，CO2 ガスを気相へ導入する場
合の NAD＋光還元では NADH 生成量が減少するこ

3．�二酸化炭素を原料とする酵素利用型フマル
酸合成系の光反応系への展開

3.1　�NAD＋光還元における気相CO2 ガス置換の
影響

　2 章にて，MDH および FUM を用いた二酸化炭
素を原料とするフマル酸合成系を紹介したが，
MDH の天然補酵素である NADH が高価であるに
も関わらずNAD＋へと酸化されてしまう．今までに，
酵素化学的 17），電気化学 18），光化学的手法 19）によ
り NAD＋の還元が取り組まれており，中でも再生
可能エネルギーの 1 つである太陽光エネルギーを利
用する NAD＋光還元系が注目を集めている．太陽
光をエネルギー源に用いて再生される NADH を
MDH の触媒する炭酸固定反応に適用することがで
きれば，太陽光を駆動力に二酸化炭素およびピルビ
ン酸から L- リンゴ酸を生成することができる．こ
れまでに，電子供与体にトリエタノールアミン

（TEOA），光増感剤に亜鉛テトラフェニルポルフィ
リンテトラスルホナート（ZnTPPS），触媒に Rh 錯
体［Cp*Rh（bpy）（H2O）］2＋（Cp* ＝ペンタメチルシク
ロジエニル，bpy ＝ 2,2’- ビピリジル）20）を用いる
NAD＋光還元系が報告されているが，ここでは
NAD＋光反応系を MDH が触媒する炭酸固定反応に
連結することを考え，気相二酸化炭素雰囲気下での
NAD＋光還元について紹介する．試料溶液として
TEOA（0.20 M），ZnTPPS（10 µM），［RhCp*（bpy）

（H2O）］2＋（10 µM），NAD＋（0.5 mM）を含む 5.0 mL
の 500 mM HEPES-NaOH 緩衝液の入ったサンプル
管内を二酸化炭素（CO2）またはアルゴン（Ar）ガ
スを用いて置換したのちに 30℃の恒温槽にて可視
光源としてハロゲンランプを照射することで反応を
開始している．生成物である NADH は 340 nm に
吸収極大を持つことから，紫外可視分光光度計を用
いて定量できる．また，各ガスを用いて気相を置換
したのちの溶液の pH がどちらも揃うよう調製され
ている．結果，どちらの置換ガスを用いる場合にも
可視光照射とともに NAD＋から NADH が生成する
ことが確認できる一方で，気相に CO2 ガスを導入
した場合には Ar ガスの場合と比較して NADH 生
成量が低いことが明らかとなっている（図 6）．光
増感剤としてクロロフィルαを用いるメチルビオ
ローゲン（MV）光還元においても気相へ CO2 ガス
を導入することにより還元効率が減少することが報
告されている 21）．このことから，気相への CO2 ガ
ス導入は NAD＋光還元効率を減少させることが示

図 6　 TEOA，ZnTPPS，［RhCp*（bpy）（H2O）］2＋ を 用 い た
NAD ＋光還元系での NADH 生成濃度の経時変化に対
する気相ガスの影響
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て直線的に増加することから，L- リンゴ酸は本反
応系において中間体として作用していることが示唆
される．さらに光照射を続けると 25 時間後には 94 
µM のフマル酸が生成しており，FUM（1.3 nM）の
触媒回転数（TON）は 72,868，触媒回転頻度（TOF）
は 0.81 s–1 と算出される 22）．以上より，酵素を効果
的に用いることで二酸化炭素およびピルビン酸から
可視光照射によりプラスチック原材料であるフマル
酸を合成できている．

4．おわりに

　本稿では，2 種類の酵素 MDH および FUM を用
いる二酸化炭素および非可食性バイオマス由来化合
物であるピルビン酸からのプラスチック原材料合成
について概説した．さらに，この反応系に対して太
陽光エネルギーを利用した NAD＋還元系を適用す
ることにより，二酸化炭素およびピルビン酸を原料
とする太陽光を用いたプラスチック原材料の光化学
合成手法を紹介した．本手法では，再生可能エネル
ギーの代表格である太陽光を駆動力に用いて従来石
油資源から合成されるプラスチック原材料のフマル
酸を二酸化炭素から合成するため，地球温暖化の原
因物質である二酸化炭素削減に繋がるだけでなく化
石燃料非依存型社会構築への貢献も期待でき，プラ
スチック合成の新たな手法となることが期待され
る．また，実用化を見据えた観点からは，反応効率
の向上および石炭火力発電所等で排出された低濃度
CO2 を濃縮することなくそのまま原料として利用す
ることで，二酸化炭素利用技術としての有用性が保
証される．今後は，律速段階である L- リンゴ酸脱

とがわかっている．しかしながら，可視光駆動型
L- リンゴ酸合成においては CO2 ガスを気相へ導入
する場合に Ar ガスの場合と比較して，L- リンゴ酸
生成が促進される．このことから，CO2 ガスは
NAD＋光還元へ影響を及ぼすものの，MDH の触媒
する炭酸固定反応に与える影響の方がより大きいと
示唆される．
3.3　�二酸化炭素を原料とする可視光駆動型フマ

ル酸合成
　最後に，前項で取り上げた反応系に FUM の触媒
する L- リンゴ酸脱水反応を連結することで，太陽
光を駆動力に用いたピルビン酸および二酸化炭素か
らの L- リンゴ酸を経由するフマル酸合成を紹介す
る．試料溶液として TEOA（0.20 M），ZnTPPS（10 
µM），［RhCp*（bpy）（H2O）］2＋（10 µM），NAD＋（0.5 
mM），ピルビン酸ナトリウム（5.0 mM），炭酸水素
イオン（100 mM）， 金属補因子として MgCl2（5.0
mM），Sulfolobus tokodaii 由 来 MDH（0.7 U）， ブ
タ 心 臓 由 来 FUM（0.5 U） を 含 む 5.0 mL の 500
mM HEPES-NaOH 緩衝液の入ったサンプル管内を
CO2 ガスを用いて置換したのちに 30℃の恒温槽に
て可視光源としてハロゲンランプを照射することで
反応を開始している．生成物である L- リンゴ酸お
よびフマル酸はイオンクロマトグラフより定量でき
る．その結果，可視光照射とともに L- リンゴ酸お
よびフマル酸が増加し，光照射 5 時間で L- リンゴ
酸およびフマル酸はそれぞれ 0.19 mM および 48
µM 生成する（図 8）．L- リンゴ酸は光照射時間と
共に生成する一方で，その生成速度が次第に減少す
るのに対し，フマル酸生成濃度は光照射時間に対し

図 7　 ピルビン酸および二酸化炭素を原料とする可視光駆
動型 L- リンゴ酸合成系による L- リンゴ酸生成濃度
の経時変化に対する気相ガスの影響

図 8　 ピルビン酸および二酸化炭素を原料とする可視光駆
動型フマル酸合成系による L- リンゴ酸およびフマル
酸生成濃度の経時変化
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