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～高効率なCALI法実現に向けて～



CALI法とは？ | 光で分子を特異的に酸化・不活性化する手法

Takemoto K et al. ACS. Chem. Biol. 2011
Takemoto K et al. Sci. Rep. 2013
Takemoto K et al. Nat. Biotechnol. 2017

高い分子特異性

数秒～数分程度で迅速な不活性化が可能
CALI法の特徴

活性酸素の拡散半径が短い

A. B.

Takemoto K Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci. 2021を改訂



光増感物質が活性酸素を産生するメカニズム

PS : 光増感物質

Sub: 標的分子

S0 : 基底状態

S1 : 励起一重項

T : 励起三重項
Takemoto K Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci. 2021を改訂



抗体を分子ごとに作る必要（～約1年）
細胞内分子への適用が困難

CALI効率は比較的低い

A. 光増感化合物（エオシンなど）によるCALI B. 光増感蛍光蛋白質（SuperNovaなど）によるCALI

エオシン

内在性の細胞表面分子を標的にできる 遺伝子でコードされた実験系

色変異体は現状2種類しかない

光増感活性が強い 抗体を取得せずに簡便な実験が可能

Takemoto K et al. Nat. Biotechnol. 2017
Takemoto K et al. ACS. Chem. Biol. 2011など

Takemoto K et al. Sci. Rep. 2013
Riani YD et al. BMC. Biol. 2018 など

光増感物質には合成低分子化合物とタンパク質の2種類がある



これまでの光増感蛍光タンパク質開発の経緯について

Bulina et al. Nat. Biotechnol. 2006

KillerRed

・世界初の光増感蛍光タンパク質

・二量体構造のため融合分子の局在・機能が
失われる場合が多い

(Takemoto K et al. Sci. Rep. 2013)

凝集体を形成
生理的局在が喪失



これまでの光増感蛍光タンパク質開発の経緯について

Bulina et al. Nat. Biotechnol. 2006

KillerRed

・世界初の光増感蛍光タンパク質

・二量体構造のため融合分子の局在・機能が
失われる場合が多い

Takemoto et al. Sci. Rep. 2013

SuperNova

世界初の完全に遺伝子でコードされた
単量体光増感タンパク質

遺伝子変異
スクリーニング



これまでの光増感蛍光タンパク質開発の経緯について

SuperNova

(Takemoto K et al. Sci. Rep. 2013)

正しい局在

・世界初の単量体光増感蛍光タンパク質

・融合分子の局在・機能を乱さない



従来の技術 | SuperNovaによるCALI法

（Goto A et al Science 2021）

Cofilinに対するCALI法を記憶研究に応用

CamkIIβへの適用

（Kim K et al Neuron 2015）（Gabriela TT et al Sci. Adv. 2020）

Arl13bへの適用



Table 2. Examples of molecular inactivation by CALI using photosensitizing proteins.

Photosensitizer Protein of interest Function Targeting method CALI Sample Reference

KillerRed PLCδ1 lipid metabolism etc. fusion in vitro 38

β1-integrin invadasome structure fusion in vitro 47

Centrin2 replication of centromere fusion brain slice 48
Histon H2B component of nucleosome fusion in vitro 49
RBMX chromosome morphogenesis fusion in vitro 50
Sec13 biogenesis of COPII-coated vesicle fusion in vitro 51
Aquaporin1/4 water transport fusion in vitro 52
Cofirin actin cfilament disassembly fusion in vitro 53
Rab7 endocytosis fusion in vitro 54
GON domain protein secretion from ER fusion in vivo (c.elegance) 76
GRASP55/65 fomation of Golgi ribbon fusion in vitro 55

tandem KillerRed Ran membrane targetting of RhoA fusion in vitro 56
SuperNova cofirin actin filament disassembly fusion in vitro 15

mDia1 Rho effector etc. fusion in vitro 57
CamKIIβ LTP induction fusion brain slice 58
Synapsin component of synaptic vesicle fusion in vitro 59
Synaptophysin component of synaptic vesicle fusion in vitro 59

SDHB/SDHC Mitochondrial electron transport Chain complex II fusion (CRISPER) in vivo (c.elegance) 63

Myosin II growth of cell junction fusion (CRISPER) in vivo (Drosophila) 64
Arl13b primary cillium formation fusion chick embryonic slice 60

SuperNova-Green PLCδ1 lipid metabolism etc. fusion in vitro 44

miniSOG VAMP2 SNARE protein fusion brain slice 62
SYP1 SNARE protein fusion brain slice 62
VAMP2 SNARE protein fusion in vivo (c.elegance) 62
UNC-13 synaptic vedicle release fusion in vivo (c.elegance) 61
PTRN-1 axon regeneration fusion in vivo (c.elegance) 77

MEV-1 mitochondrial electron transport Chain complex II fusion in vivo (c.elegance) 78

従来のSuperNovaを用いてCALI法が成功した分子は少ない

Takemoto K Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci. 2021を改訂

なにがボトルネックになっているか？



従来のSuperNovaの問題点| 37℃で立体構造形成効率が低い

SuperNova
融合分子

HyperNova
融合分子

融合分子の発現
（免疫染色） 蛍光 蛍光強度比 蛍光 蛍光強度比融合分子の発現

（免疫染色）

0.6 0.11.0 0.1

半減期が短い標的分子と融合し37℃で発現すると蛍光が極めて弱い

光らないので生細胞・顕微鏡下では発現が確認できない。

多くの分子でCALIができない

SuperNova変異体開発によりこれを改善できないか？

細胞骨格分子X (細胞内半減期>300hr) 転写因子Y (細胞内半減期=0.5hr）



13個のアミノ酸置換変異を持つ新規変異体”HyperNova”を取得

37℃

37℃での立体構造形成効率が高いSuperNova変異体スクリーニング

５回スクリーニング時点



HyperNovaは37℃での立体構造形成効率が高い

SuperNova
融合分子

HyperNova
融合分子

0.6 0.11.0 0.1

融合分子の発現
（免疫染色） 蛍光 蛍光強度比 蛍光 蛍光強度比融合分子の発現

（免疫染色）

半減期が長い分子を融合
すると差はない

半減期が短い分子
ほど顕著に改善

蛍光特性ではなく立体構造形成効率が顕著に向上した

細胞骨格分子X (細胞内半減期>300hr) 転写因子Y (細胞内半減期=0.5hr）



本発明・HyperNova光増感蛍光タンパク質の概要

１）立体構造形成効率が高い新規光増感蛍光タンパク質を発明した。

２）従来型のSuperNovaでは不可能であった分子を標識することがで
き、CALI法の適用が可能になった。

３）HyperNovaにより世界で初めて、細胞増殖にかかわるリン酸化酵
素、細胞死等に係るリン酸化酵素、細胞分裂関連酵素のCALI法の
開発に成功した。

※ 本発明は論文投稿中のため、詳細なデータはCDA下でお見せしディスカッションが可能です。
ライセンスや共同研究をご希望の企業の方からのご連絡をお待ちしています。



期待・想定される用途

１）これまで操作できなかった分子を光で操作する基礎研究ツール

２）ゲノム編集によりHyperNovaをノックインすることで、内在性分
子の操作を可能に

３）上記のノックインマウスを用いた疾患等のin vivo解析

動物個体・臓器
の発生解析

疾患の原因分子・細胞
の特定・除去

神経回路の操作的解析

疾患のリスクファクターの解析



企業への期待

・HyperNova発現ベクターの販売・開発

・ゲノム編集用HyperNovaノックインベクターの販売・開発

・上記ノックインマウスの販売・開発
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