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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィトグリコーゲン含有植物原料から得られるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む組成
物であって、前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリ
ーエクステンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンから得られ、前記フィトグリコーゲンナ
ノ粒子が、６３ｎｍ～１５０ｎｍの平均粒径を有し、かつ動的光散乱法（ＤＬＳ）による
測定で０．３未満の多分散指数を有することを特徴とする、組成物。
【請求項２】
　前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、ＤＬＳによる測定で０．１未満の多分散指数を有
する、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記組成物が、乾燥質量に基づき、６０～１１０ｎｍの平均粒径を有するフィトグリコ
ーゲンナノ粒子を８０％より多く含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、ミルクステージ又はデントステージのトウモ
ロコシ穀粒から得られる、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記組成物が、粉末、又は、前記フィトグリコーゲンナノ粒子の水性分散物である、請
求項１～４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項６】
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　請求項１～５のいずれか一項に記載の組成物の、皮膜形成剤としての使用。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の組成物の、薬剤送達剤としての使用。
【請求項８】
　単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の製造方法であって、
（ａ）破壊したフィトグリコーゲン含有植物原料を温度０～５０℃の水に浸漬させる工程
、
（ｂ）前記工程（ａ）の産物を固液分離に供して、水性抽出物を得る工程、
（ｂ１）任意で、前記工程（ｂ）の生成物を遠心分離する工程、
（ｃ）前記工程（ｂ）の水性抽出物を０．０５～０．１５μｍの最大平均孔径を有する精
密濾過材料に通す工程、及び、
（ｄ）前記工程（ｃ）の濾液を限外濾過に供して、５００ｋＤａ未満の分子量を有する不
純物を除去し、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物を得る工程
を含み、
　前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、トウモロコシから得られ、
　前記工程（ｂ）が、前記工程（ａ）の産物を１０～３０分間にわたってかき混ぜる工程
を含み、
　前記工程（ｃ）が、前記工程（ｂ）の水性抽出物を、（ｃ１）１０μｍ～４０μｍの最
大平均孔径を有する第１精密濾過材料に通す工程、（ｃ２）０．５μｍ～２．０μｍの最
大平均孔径を有する第２精密濾過材料に通す工程、及び、（ｃ３）０．０５～０．１５μ
ｍの最大平均孔径を有する第３精密濾過材料に通す工程を含むことを特徴とする、方法。
【請求項９】
　前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリーエクステ
ンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む前記水性組成物を、アミロスクラーゼ、グリ
コシルトランスフェラーゼ、分枝酵素又はこれらの任意の組み合わせを用いた酵素処理に
供する工程（ｅ）を含む、請求項８又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記工程（ｃ）又は工程（ｄ）に先立って、吸着濾過補助物、任意で珪藻土を添加する
工程をさらに含む、請求項８～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む前記水性組成物を乾燥させて、実質的に単分
散のフィトグリコーゲンナノ粒子の乾燥組成物を得る工程（ｅ１）をさらに含む、請求項
８～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　請求項８～１２のいずれか一項に記載の方法にしたがって製造された、実質的に単分散
のナノ粒子を含む組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本願は、２０１３年４月２６日に出願の米国特許出願第６１／８１６６８６号の優先権
を主張するものであり、その内容は全て本願に援用される。
【０００２】
（技術分野）
　本発明は、フィトグリコーゲンナノ粒子及びフィトグリコーゲンナノ粒子の製造方法に
関する。
【背景技術】
【０００３】
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　フィトグリコーゲン及びグリコーゲンはα－１，４－グルカン鎖から構成され、α－１
，６－グルコシド結合を介して高度に分岐し、植物及び動物細胞においてエネルギー貯蔵
媒体として機能するグルコースの多糖である。グリコーゲンは動物組織において、直径２
０～２００ｎｍの高密度粒子の形態で存在する。グリコーゲンは微生物、例えば細菌及び
酵母菌内に蓄積するとも判明している。フィトグリコーゲンは、その構造及び物性の両方
の点でグリコーゲンに極めて似た、植物由来の多糖である。
【０００４】
　グリコーゲン及びフィトグリコーゲンは「高多分散性」又は不均一な物質と考えられる
。グリコーゲンは典型的には、公知の調製物に関して、１０6～１０8ダルトンの分子量及
び対応する大きい多分散性を有する。透過型電子顕微鏡法（ＴＥＭ）で動物及び植物組織
並びに抽出したグリコーゲン／フィトグリコーゲン調製物を観察することで、これらの多
糖の粒状特性が明らかとなった。一般に報告されているグリコーゲン又はフィトグリコー
ゲン粒径は２０～３００ｎｍの範囲であり、連続的又はマルチモーダルな粒径分布を有す
る。２０～３０ｎｍの小さい粒子はβ粒子と称され、１００～３００ｎｍの大きい粒子は
α粒子と称される。α粒子は、凝集又はクラスター形成の結果としてβ粒子から構成され
ていると考えられている［１］。
【０００５】
　最も多くは生物学的サンプル中に蓄積している総グリコーゲン量を定量化することを目
的として、また稀にグリコーゲンを応用例において製品として使用することを目的として
、生物からグリコーゲン及びフィトグリコーゲンを単離する様々な方法が編み出されてい
る。
【０００６】
　最も多く用いられる方法は動物組織、特には海洋動物、とりわけ軟体動物からの抽出で
あるが、これはそのグリコーゲン蓄積能に因るものである。例えば米国特許第５７３４０
４５号明細書では、高温アルカリ抽出とそれに続く得られた溶液のカチオン樹脂での中和
及び処理による、イガイからのタンパク質非含有グリコーゲンの調製方法が開示されてい
る。グリコーゲンは、例えば国際公開第１９９７／０２１８２８号パンフレットに記載さ
れるように、酵母菌の発酵を通じても得ることができる。米国特許第７６７０８１２号明
細書には、低分子量デキストリンへの酵素混合物の曝露によるグリコーゲン様多糖の生合
成での製造方法が記載されている。スイートコーン及びもち米をグリコーゲンの原料とし
て使用することができ、例えば、グリコーゲンをもち米の穀粒から単離する方法について
記載している欧州特許第０８６０４４８（Ｂ１）号明細書を参照のこと。
【０００７】
　グリコーゲン／フィトグリコーゲン単離の主要な工程は典型的には：細粉化／摩砕／微
粉砕等によるバイオマスの破壊；水相へのグリコーゲンの抽出；濾過及び／又は遠心分離
による不溶性固形粒子の分離；微細分散した又は可溶化された脂質、タンパク質及び低分
子量汚染物質の排除；並びに濃縮及び乾燥を含む。
【０００８】
　第２抽出工程におけるグリコーゲンの収率を上昇させるために、抽出は多くの場合、高
温で及び／又はアルカリ性若しくは酸性溶液を使用して行われる。そのような手順には、
高温濃縮（２０～４０％）アルカリ溶液［２、３］、低温酸［４］又は沸騰水［５］での
摩砕した生物材料の初期処理が含まれる。
【０００９】
　慣用のグリコーゲン単離／精製法で用いられる手順はグリコーゲンの構造の著しい加水
分解につながり、低分子量産物の顕著な増加及び分子の化学的変化を伴う。
【００１０】
　様々なより穏和な抽出手順が編み出されており、例えば冷水抽出［６］であり、得られ
る生成物はグリコーゲンの自然な状態の姿に近いとされている。しかしながら、冷水抽出
法で得られる公知のグリコーゲン調製物は高多分散性である［７、１］。
【００１１】
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　様々な方法が、粗グリコーゲン抽出物を微細分散タンパク質、脂質、核酸及び他の多糖
から精製する工程を行うことで知られている。タンパク質及び核酸は、デオキシコレート
（ＤＯＣ）トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）、多価カチオンでの選択的沈澱及び／又は酵素（プ
ロテアーゼ、ヌクレアーゼ）処理で除去することができる。塩析（例えば、硫酸アンモニ
ウムで）又はイオン交換によるタンパク質除去法も用いられている。別の一般的なタンパ
ク質除去法は、通常６５～１００℃での熱凝固とそれに続く遠心分離又は濾過である。加
圧滅菌（１２１℃、１気圧）もフィトグリコーゲン抽出物中のタンパク質の凝固に用いら
れてきた［８］。さらに、タンパク質及び脂質をフェノール－水抽出で除去することがで
きる。
【００１２】
　国際公開第２０１３／０１９９７７号パンフレット（Ｙａｏ）ではフィトグリコーゲン
を含む抽出物を得る方法が教示されており、この方法は限外濾過を含むが、水性抽出物を
フィトグリコーゲン及び他の多糖の両方を劣化させる酵素処理に供することも含む。Ｙａ
ｏは、ベータ－デンプン分解、すなわちベータアミラーゼを使用した酵素加水分解に供す
ることでフィトグリコーゲン材料の粘度を低下させる方法を提供している。Ｙａｏのこの
方法で得られる「精製されたフィトグリコーゲン」材料はフィトグリコーゲンだけではな
く、ベータデキストリン及び他の多糖の消化産物を含めたフィトグリコーゲンの誘導体も
含む。Ｙａｏの方法はさらに、抽出物を１００℃に加熱することを含む（Ｙａｏの実施例
１を参照のこと）。
【００１３】
　米国特許第５８９５６８６号明細書には、フィトグリコーゲンを米から水又は含水溶媒
（室温）で抽出する方法並びに熱変性及びＴＣＡ沈澱によるタンパク質の除去が開示され
ている。生成物はマルチモーダルな分子量分布と対応する高い多分散性及び高い水溶液粘
度を有する。これらの特性は、植物原料からのグリコーゲン調製物中に相当な量のアミロ
ペクチン及びアミロースが存在すること、またグリコーゲン抽出過程でグリコーゲンが分
解されることに起因すると考えられる。
【００１４】
　米国特許第５５９７９１３号及び第５７３４０４５号明細書には、窒素化合物を実質的
に含有しないグリコーゲン並びにタンパク質及び核酸からのその純度の指標としての還元
糖が得られる手順が記載されている。これらの特許は、高ｐＨ溶液中での選択された組織
の煮沸の利用を教示している。
【００１５】
　米国特許出願公開第２０１００２７２６３９（Ａ１）号（本発明の所有者に譲渡）は、
細菌及び貝・甲殻類バイオマスからグリコーゲンを単離する方法を提供する。細菌が好ま
しいと教示されているが、これはこの方法を行うことで他の高分子量多糖（例えば、アミ
ロペクチン、アミロース）を有さず且つ貝・甲殻類又は動物組織に関係した病原菌、寄生
虫、ウイルス及びプリオンを含有しないバイオマスが得られるからである。開示の方法は
概して、フレンチプレス又は化学処理による細胞破壊；遠心分離による不溶性の細胞成分
の分離；酵素処理とそれに続く、粗多糖及びリポ多糖（ＬＰＳ）を含有する抽出物が得ら
れる透析、あるいはフェノール－水抽出による細胞可溶化物からのタンパク質及び核酸の
排除；弱酸加水分解又は多価カチオンの塩での処理によるＬＰＳの排除とその結果として
の不溶性ＬＰＳ産物の沈殿；限外濾過及び／又はサイズ排除クロマトグラフィによるグリ
コーゲン高含有画分の精製；適切な有機溶媒でのグリコーゲンの沈殿。あるいは濃縮グリ
コーゲン溶液は限外濾過又は超遠心分離により得られる；並びにグリコーゲン粉末を得る
ための凍結乾燥の工程を含む。細菌バイオマスから単離されたグリコーゲンは、分子量５
．３～１２．７ｘ１０6Ｄａを特徴とし、直径３５～４０ｎｍの粒径を有し、単分散であ
った（ＰＤＩ＝Ｍn／Ｍw＝１．００７～１．０３）。
【発明の概要】
【００１６】
　一実施形態において、フィトグリコーゲン含有植物原料から得られるフィトグリコーゲ
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ンナノ粒子の組成物について記載し、フィトグリコーゲンナノ粒子は動的光散乱法（ＤＬ
Ｓ）による測定で０．３未満の多分散指数を有する。一実施形態において、フィトグリコ
ーゲンナノ粒子はＤＬＳによる測定で０．２未満の多分散指数を有する。一実施形態にお
いて、フィトグリコーゲンナノ粒子はＤＬＳによる測定で０．１未満の多分散指数を有す
る。
【００１７】
　一実施形態において、フィトグリコーゲンナノ粒子は約３０～約１５０ｎｍの平均粒径
を有する。一実施形態において、フィトグリコーゲンナノ粒子は約６０～約１１０ｎｍの
平均粒径を有する。
【００１８】
　一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約３０～約１５０ｎｍの平均粒径
を有する８０％を超えるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む。一実施形態において、組成
物は、乾燥質量に基づき、約３０～１５０ｎｍの平均粒径を有する９０％を超えるフィト
グリコーゲンナノ粒子を含む。一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約３
０～１５０ｎｍの平均粒径を有する９９％を超えるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む。
一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約６０～１１０ｎｍの平均粒径を有
する８０％を超えるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む。一実施形態において、組成物は
、乾燥質量に基づき、約６０～１１０ｎｍの平均粒径を有する９０％を超えるフィトグリ
コーゲンナノ粒子を含む。一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約６０～
１１０ｎｍの平均粒径を有する９９％を超えるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む。
【００１９】
　一実施形態において、フィトグリコーゲン含有植物原料は、トウモロコシ、イネ、オオ
ムギ、モロコシ又はこれらの組み合わせから得られる。一実施形態において、フィトグリ
コーゲン含有植物原料は、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリー（ｓｕｇａｒｙ）エクステ
ンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンである。一実施形態において、フィトグリコーゲン
含有植物原料はミルクステージ又はデントステージのトウモロコシ穀粒から得られる。
【００２０】
　一実施形態において、組成物は粉末である。別の実施形態において、組成物はフィトグ
リコーゲンナノ粒子の水性分散物である。
【００２１】
　本明細書では単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の製造方法も記載し、この方法は、（
ａ）破壊したフィトグリコーゲン含有植物原料を温度約０～約５０℃の水に浸漬させ、（
ｂ）工程（ａ）の産物を固液分離に供することで水性抽出物を得て、（ｃ）工程（ｂ）の
水性抽出物を約０．０５～０．１５μｍの最大平均孔径を有する精密濾過材料に通し、（
ｄ）工程（ｃ）の濾液を限外濾過に供して約３００ｋＤａ未満の分子量を有する不純物を
除去することで単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物を得ることを含む。
【００２２】
　本方法の一実施形態において、フィトグリコーゲン含有植物原料は穀物である。一実施
形態において、穀物はトウモロコシ、イネ、オオムギ、モロコシ又はこれらの混合物であ
る。一実施形態において、フィトグリコーゲン含有植物原料は標準タイプ（ｓｕ）又はシ
ュガリーエクステンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンである。一実施形態において、フ
ィトグリコーゲン含有植物原料は標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリーエクステンダ（ｓｅ
）タイプのスイートコーンのミルクステージ又はデントステージの穀粒である。
【００２３】
　一実施形態において、本方法は、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物
をアミロスクラーゼ（ａｍｙｌｏｓｕｃｒｏｓｅ）、グリコシルトランスフェラーゼ、分
枝酵素又はこれらの任意の組み合わせを用いた酵素処理に供する工程（ｅ）を含む。
【００２４】
　一実施形態において、本方法は、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物
を乾燥させることで実質的に単分散のフィトグリコーゲンナノ粒子の乾燥組成物を得る工
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程（ｅ１）を含む。
【００２５】
　一実施形態において、本方法は、工程（ｃ）又は工程（ｄ）に先立って吸着濾過補助物
を添加する工程を含む。一実施形態において、吸着濾過補助物は珪藻土である。
【００２６】
　一実施形態において、固液分離工程は工程（ａ）の生成物を１０～３０分間にわたって
かき混ぜることを含む。
【００２７】
　本方法の一実施形態においては、工程（ｄ）の限外濾過により５００ｋＤａ未満の分子
量を有する不純物を除去する。
【００２８】
　一実施形態において、工程（ｃ）は、工程（ｂ）の水性抽出物を、約１０～約４０μｍ
の最大平均孔径を有する第１精密濾過材料（ｃ１）、約０．５～約２．０μｍの最大平均
孔径を有する第２精密濾過材料（ｃ２）及び約０．０５～０．１５μｍの最大平均孔径を
有する第３精密濾過材料（ｃ３）に通すことを含む。
【００２９】
　一実施形態において、本方法は工程（ｂ）の生成物を遠心分離することをさらに含む。
【００３０】
　本明細書では、記載の方法にしたがって得られた実質的に単分散のナノ粒子の組成物に
ついても記載する。
【００３１】
　一実施形態において、本明細書に記載の組成物は皮膜形成剤として使用される。一実施
形態において、本明細書に記載の組成物は薬剤送達剤として使用される。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】フィトグリコーゲンナノ粒子の概略図である。
【図２】実施例１で単離したフィトグリコーゲンのＤＬＳを用いた粒径分布を示す。
【図３】実施例２で単離したフィトグリコーゲンのＤＬＳを用いた粒径分布を示す。
【図４】本発明のある実施形態による水中の単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の分散物
に関する粘度対濃度（質量／質量％）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本明細書における「フィトグリコーゲン」とは、平均鎖長１１～１２、１→４結合及び
１→６での分岐点を有し、分岐度が約６～約１３％である、植物原料から得られるα－Ｄ
グルコース鎖のナノ粒子のことである。
【００３４】
　一実施形態において、高分子量グルコースホモポリマーの単分散ナノ粒子の組成物が提
供される。一実施形態において、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の組成物が提供され
る。
【００３５】
　動的光散乱（ＤＬＳ）技法で求められる多分散指数（ＰＤＩ）は標準偏差対平均直径比
の２乗：ＰＤＩ＝（σ／ｄ）2として定義される。また、ＰＤＩはポリマーの分子量分布
を通して表すこともでき、Ｍw対Ｍn比として定義され、Ｍwは重量平均モル質量であり、
Ｍnは数平均モル質量である（以後、このＰＤＩ測定値をＰＤＩ*と称する）。第１のケー
スにおいて単分散材料はゼロ（０．０）に近いＰＤＩを有し、第２のケースにおいては１
．０である。一実施形態において、ＤＬＳによる測定で約０．３未満、約０．２未満、約
０．１５未満、約０．１０未満、０．０７未満又は０．０５未満のＰＤＩを有するフィト
グリコーゲンナノ粒子の組成物が提供される。一実施形態において、ＳＥＣ　ＭＡＬＳに
よる測定で約１．３未満、約１．２未満、約１．１５未満、約１．１０未満又は１．０５
未満のＰＤＩ*を有するフィトグリコーゲンナノ粒子の組成物が提供される。
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【００３６】
　単分散性は多くの理由から有利であり、組成物のナノ粒子が単分散ならば表面改質及び
誘導体化がずっと予測通りに起きることを含む。生物組織におけるナノ粒子の分布及び蓄
積、また薬物動態には粒径も影響する。さらに、診断プローブ、触媒、ナノスケール薄膜
等の応用例、また制御されたレオロジーにとっては狭い粒径分布が極めて重要である。
【００３７】
　分布（分散性）及び直径の平均値を含めたナノ粒子のサイズは、当該分野で公知の方法
で測定することができる。これらには主に、ＤＬＳ及び顕微鏡法（例えば、ＴＥＭ、原子
間力顕微鏡法）が含まれる。
【００３８】
　一実施形態においては、約３０～約１５０ｎｍ、一実施形態においては約６０～約１１
０ｎｍの平均粒径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子の単分散組成物が提供される。こ
れらのナノ粒子は、従来の組成物でみられるクラスターを形成したα粒子とは対照的に個
別の粒子である。
【００３９】
　一実施形態において、フィトグリコーゲンナノ粒子は穀物から生成される。一実施形態
において、フィトグリコーゲンはトウモロコシ、イネ、オオムギ、モロコシ又はこれらの
混合物から生成される。
【００４０】
　使用する品種はフィトグリコーゲンを含有していなくてはならない。ある品種がフィト
グリコーゲンを含有しているか否かは、公知の技法を用いて当業者により簡単に調べるこ
とができる。加えて、多くの品種に関し、発行された文献により、ある品種がフィトグリ
コーゲンを含有するか否かを確認することができる。
【００４１】
　一実施形態において、組成物はスイートコーン（トウモロコシサッカラータ種（Ｚｅａ
　ｍａｙｓ　ｖａｒ．ｓａｃｃｈａｒａｔａ）及びルゴサ種（Ｚｅａ　ｍａｙｓ　ｖａｒ
．ｒｕｇｏｓａ））から得られる。一実施形態において、スイートコーンは標準（ｓｕ）
タイプ又はシュガリー甘味増強（ｓｅ）タイプである。
【００４２】
　一実施形態において、組成物は、スイートコーンのデントステージ又はミルクステージ
穀粒から得られる。
【００４３】
　一実施形態において、フィトグリコーゲンナノ粒子の単分散組成物は実質的に純粋であ
る。一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約３０～約１５０ｎｍの粒径を
有する少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９
５％のフィトグリコーゲンナノ粒子から構成される。別の実施形態において、組成物は、
乾燥質量に基づき、約３０～約１５０ｎｍの粒径を有する少なくとも約９９％のフィトグ
リコーゲンナノ粒子から構成される。一実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき
、約６０～約１１０ｎｍの粒径を有する少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少な
くとも約９０％、少なくとも約９５％のフィトグリコーゲンナノ粒子から構成される。別
の実施形態において、組成物は、乾燥質量に基づき、約６０～約１１０ｎｍの粒径を有す
る少なくとも約９９％のフィトグリコーゲンナノ粒子から構成される。
【００４４】
　一実施形態において、組成物は実質的に他の多糖を含有しない。一実施形態において、
組成物は約１０％未満の他の多糖を含有する。一実施形態において、組成物は約５％未満
の他の多糖を含有する。一実施形態において、組成物は約１％未満の他の多糖を含有する
。
【００４５】
グリコーゲン
　グリコーゲン及びフィトグリコーゲンは、α－１→４－グリコシド結合により連結され
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、枝がα－１→６－グリコシド結合を介して結びつけられたグルコース残基の直鎖から成
る。原料が異なる哺乳動物のグリコーゲンを化学的に分析すると、その平均鎖長が約１３
残基であることが示唆される［９］。図１に示されるように、グリコーゲン構造の一般に
容認されているモデルは、通常２つの分岐点を有する内鎖及び分岐していない外鎖を有す
る。樹状ポリマー全体は、タンパク質グリコゲニン（Ｇ）の１つの分子に根差している。
【００４６】
　グリコーゲン分子の密度は階層の数と共に指数関数的に上昇する。グリコーゲン分子に
１３番目の階層を追加しようとしてもグルコース残基の密度的に不可能であると算出され
ているため、１２階層が理論的な最大数となる［９］。重要な特徴は、このようにして完
全に形成された任意の分子の最も外側の階層が分子の全グルコース残基の約４５～５０％
を非分岐Ａ鎖として含有し、最初の８つの内方階層が全グルコースの約５％しか含有して
いないことである。したがって、このモデルにおけるフルサイズのグリコーゲン分子は１
２階層から成り、全部で約５３０００グルコース残基であり、分子質量は約１０７ｋＤａ
、直径は約２５ｎｍとなる。大部分はグルコース残基から構成されるものの、グリコーゲ
ンは他の微量の構成要素も含有し得て、とりわけグルコサミン及びホスフェートである［
１］。数学モデリングは、グリコーゲン分子の構造特性が３つのパラメータ、すなわち分
岐度（ｒ）、階層数（ｔ）及び各鎖中のグルコース残基数（ｇｃ）に左右されることを示
している［９、１０、１１、１２、１３］。
【００４７】
　成長メカニズムにより示唆されるグリコーゲン分子の球形にも関わらず、ある限界を超
えて分子が成長すると、分岐度及び鎖長が最後の階層で低下することから分子は構造的均
一性を喪失する。
【００４８】
フィトグリコーゲン
　グリコーゲン及びフィトグリコーゲンは極めて似た構造を有するが、これらの多糖の機
能的な目的には最も重要な違いがある。動物及び細菌におけるグリコーゲンは、迅速な代
謝回転のために最適化された短期的な「燃料」貯蔵所としての役割を果たすものである。
【００４９】
　植物において、主なエネルギー源はデンプンであり、葉、茎、種子、根等に貯蔵される
。グリコーゲンとは対照的に、デンプンは、気候状況が良くない時に植物が生き延びるこ
とを可能にする長期的なエネルギー手段である。デンプンは２つのタイプのポリグルカン
：アミロペクチン（高度に分岐）及びアミロース（枝を殆ど有さずほぼ線形）を含有する
。原料によってデンプンにおけるこれら２種の成分の含有量には大きな違いがあるが、貯
蔵デンプンにおける主成分は一般にアミロペクチンであると考えられており、約６５～８
５質量％を占める。
【００５０】
　アミロペクチンは、線形α－１，４－グルカン鎖がα－１，６－グルコシド結合を介し
て高度且つ規則的に分岐しているタンデム結合クラスタ（それぞれ長さ約９～１０ｎｍ）
から構成されるはっきりとした構造を有する。アミロペクチンの枝により形成される半結
晶性構造は生物学的にも経済的にも重要であり、これはこの構造が植物による高密度（～
１．６ｇｃｍ－３）での炭素の貯蔵を可能ならしめているからである［１４］。
【００５１】
　アミロペクチンは４種の酵素：可溶性デンプン合成酵素（ＳＳ）、デンプン分枝酵素（
ＢＥ）、ＡＤＰグルコースピロホスホリラーゼ及びデンプン脱分枝酵素（ＤＢＥ）の複数
のアイソフォームにより合成される。これらはグリコーゲン合成に関わるものと同じ４種
の酵素である。
【００５２】
　これがアミロペクチンとグリコーゲンの構造が似ている理由であり、両方とも、α－１
，６分岐を有するα－１，４－ポリグルカンである。しかしながら、アミロペクチンにお
ける平均鎖長（ｇc）は２０～２５であり、グリコーゲンより約２倍長く、一方、分岐度
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（ｒ）は約１．５～２倍低い。
【００５３】
　イソアミラーゼ（ＩＳＡ）における変異、すなわち脱分枝活性の欠乏は、アミロペクチ
ンのフィトグリコーゲンでの部分置換につながる。そのようなフィトグリコーゲン蓄積植
物の最も一般的な例は、トウモロコシ、イネ及び他の穀物のｓｕｇａｒｙ－１（ｓｕ）変
異体である。
【００５４】
　フィトグリコーゲンは構造的にグリコーゲンに似ており、平均鎖長１１～１２及び同様
の分岐度を有し、典型的には１０6～１０8Ｄａの分子量を有する。しかしながら、報告さ
れているグリコーゲンより大きい粒径は、低い分岐度及び／又は低い構造的均一性を示唆
している。グリコーゲンが高度に最適化された代謝産物であり、フィトグリコーゲンはア
ミロペクチン合成における乱れの結果であることを考えると、フィトグリコーゲンの構造
的な均一性の低さは予期せぬものというわけではない。
【００５５】
　本発明の発明者は、フィトグリコーゲン組成物の報告されている多分散性が実際には破
壊的な単離法に一部起因するものであり、観察された多分散性がさらに、微細分散してい
る汚染物質（例えば、タンパク質、脂質、他の多糖）の存在から生じ得ることを実験によ
り確認した。本明細書に記載の方法を用いて、本発明の発明者はフィトグリコーゲンの単
分散組成物を生成した。
【００５６】
単分散フィトグリコーゲンの製造方法
　上述したように、グリコーゲン／フィトグリコーゲン単離の主要な工程は典型的には、
（１）細粉化／摩砕／微粉砕等によるバイオマスの破壊、（２）水相へのグリコーゲンの
抽出、（３）濾過及び／又は遠心分離による不溶性固形粒子（固形物）の分離、（４）微
細分散した又は可溶化された脂質、タンパク質及び低分子量汚染物質の排除並びに（５）
濃縮及び乾燥を含む。幾つかの作業を組み合わせることができる（例えば、微粉砕と抽出
）。
【００５７】
　一実施形態において、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の製造方法は、
（ａ）破壊した植物原料を温度約０～約５０℃、一実施形態においては約４～約２０℃の
水に浸漬させ、
（ｂ）工程（ａ）の産物を固液分離に供することで水性抽出物を得て、
（ｃ）工程（ｂ）の水性抽出物を、適切には多段階濾過プロセスにおいて、ただし約０．
１μｍの最大平均孔径を有する精密濾過材料に少なくとも通して濾過し、
（ｄ）工程（ｃ）の濾液を限外濾過に供することで約３００ｋＤａ未満、一実施形態にお
いては約４００ｋＤａ未満、一実施形態においては約５００ｋＤａ未満の分子量を有する
不純物を除去して単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物を得る
ことを含む。
【００５８】
　一実施形態において、本方法は工程（ｂ）の生成物の遠心分離をさらに含む。
【００５９】
　次に、水性分散物を乾燥させることで、実質的に単分散のフィトグリコーゲンナノ粒子
の組成物を得ることができる。
【００６０】
　一実施形態において、植物原料は穀物である。一実施形態において、植物原料はトウモ
ロコシ、イネ、オオムギ、モロコシ又はこれらの混合物である。一実施形態において、植
物原料はスイートコーンの穀粒である（トウモロコシサッカラータ種及びルゴサ種）。一
実施形態において、スイートコーンのミルクステージ又はデントステージ成熟穀粒を使用
する。
【００６１】
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　フィトグリコーゲンの収率は、様々な実施形態において、植物原料の乾燥質量の約５～
５０％、約１０～約５０％、約２０～５０％、約３０～約５０％、約４０～約５０％、約
１０～約４０％、約２０～４０％、約３０～約４０％である。フィトグリコーゲンの正確
な収率は、品種及び成熟度のステージを含め、使用する植物原料に左右される。トウモロ
コシの場合、発明者は、成熟度がミルクステージの穀粒の場合、穀粒乾燥質量の３５～４
０％、成熟度がデントステージ場合、２０～３０％の範囲の収率を得た。これまでに報告
されたフィトグリコーゲンの高多分散性を考えると、単分散フィトグリコーゲンのこれら
の収率は予期せぬものであった。
【００６２】
　破壊された植物原料の調製方法は当業者に公知である。バイオマスの破壊方法は、バイ
オマテリアルの摩砕、微粉砕又は細粉化を含む。植物原料を約０．５ｍｍ未満の平均粒径
まで適切に破壊する。
【００６３】
　一実施形態においては、冷水抽出を１０～３０分間にわたって中程度にかき混ぜること
で行う。一実施形態において、冷水抽出は約０～約５０℃の温度で行われる。一実施形態
において、冷水抽出は約４～約２０℃の温度で行われる。最適なかき混ぜ時間、温度及び
かき混ぜ速度は破壊したバイオマスの性質次第であり、これらの決定は当業者の知識の範
囲内である。
【００６４】
　冷水抽出で得られる水性抽出物を遠心分離に供することで不溶性の粗固形物を分離する
。適切には、抽出物を任意で約３０００～約６０００ｘｇで遠心分離する。適切には、さ
らなる遠心分離を、約６０００～約１２０００ｘｇでの遠心分離により行い、粗フィトグ
リコーゲン抽出物から微細分散したタンパク質及び脂質を部分的に分離する。
【００６５】
　上清の濾過が遠心分離に続く。本明細書に記載されるように、多段階濾過及び限外濾過
を行い、それによって驚くべきことに、タンパク質、脂質並びにアミロース及びアミロペ
クチンを含めた汚染多糖の大部分が化学的処理、酵素処理又は熱処理を行わずとも排除さ
れて単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の組成物が得られると判明した。精密濾過を、最
終濾過媒体孔径０．１μｍで適切に多段階で行う。一実施形態において、精密濾過を連続
的に、（ａ）一実施形態においては約５～約５０μｍ、一実施形態においては約１０～約
４０μｍ、一実施形態においては約１５～約３５μｍ、一実施形態においては約２０～約
３０μｍ、一実施形態においては約２５μｍ、（ｂ）一実施形態においては約０．５～約
２．０μｍ、一実施形態においては約１．０μｍ、（ｃ）一実施形態においては約０．０
５～約０．１５μｍ、一実施形態においては０．１μｍの濾過媒体孔径で行った。一実施
形態においては、遠心分離に先立って、吸着濾過補助物（例えば、珪藻土）をフィトグリ
コーゲン抽出物に添加することができる。一実施形態において、吸着濾過補助物は約２～
１０質量／体積％、一実施形態においては約３～５質量／体積％の量で使用される。
【００６６】
　精密濾過で得られた最終濾液を限外濾過に供し、限外濾過は最終濾液から、塩、タンパ
ク質及び糖（例えば、デキストリン、グルコース、スクロース、マルトース）を含めた低
分子量汚染物質を除去する。限外濾過を、分子量カットオフ（ＭＷＣＯ）が約３００～約
５００ｋＤａのクロスフロー濾過（ＣＦＦ）により適切に行う。
【００６７】
　様々な精密濾過及び限外濾過法が当業者に公知であり、いずれの適切な方法も用い得る
。
【００６８】
　任意で、限外濾過に続いて、フィトグリコーゲンを含有する水性分散物を酵素処理に供
することで多分散性を低下させ得る。適切には、アミロスクラーゼ（ａｍｙｌｏｓｕｃｒ
ｏｓｅ）、グリコーゲンシンターゼ、グリコシルトランスフェラーゼ、分枝酵素又はこれ
らの任意の組み合わせで処理し得る。しかしながら、アミロペクチン及びアミロースを消
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化する酵素（例えば、ベータ－アミラーゼ）は回避すべきである。これらはフィトグリコ
ーゲンナノ粒子の精製組成物ではなく、様々に分解されたポリグルカンの溶液をもたらす
からである。
【００６９】
　フィトグリコーゲン分散物を、ＣＦＦ限外濾過のプロセスで濃縮し得る（最高３０％）
。あるいは、ＣＦＦ限外濾過に続いて、フィトグリコーゲンを適切な有機溶媒、例えばア
セトン、メタノール、プロパノール等、好ましくはエタノールで沈澱させ得る。この方法
は、フィトグリコーゲン抽出物を、適切には噴霧乾燥又は凍結乾燥により乾燥させること
をさらに含む。様々な標準的な濃縮及び／又は乾燥法（例えば、流下膜式蒸発器、上昇膜
式蒸発器の使用、噴霧乾燥、凍結乾燥、ドラム乾燥又はこれらの組み合わせ等）を用いて
フィトグリコーゲン分散物を脱水し得る及び／又はフィトグリコーゲン生成物の固形物を
回収し得る。
【００７０】
　実施例で示されるように、得られるフィトグリコーゲン材料は、使用する開始植物原料
に応じた３０～１５０ｎｍの粒径、ＤＬＳによる測定で０．０７もの低さの多分散指数を
特徴とする。
【００７１】
　高純度材料及びその単分散性を確保するための秘訣は、細かい精密濾過と限外濾過との
組み合わせである。
【００７２】
ナノ粒子の化学的官能化
　本発明の実施形態は、化学的に官能化された表面を有するナノ粒子及び分子並びに／又
は多様な分子に共役させたナノ粒子を含む。化学的官能化は合成分野で公知である。例え
ば、Ｍａｒｃｈ，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，６ｔｈ　Ｅ
ｄ．，Ｗｉｌｅｙ，２００７を参照のこと。官能化は粒子の表面又は粒子の表面と内部の
両方で行い得るが、上述したような単一分岐ホモポリマーとしてのグリコーゲン分子の構
造は保たれる。
【００７３】
　そのような官能化表面基には、以下に限定するものではないが、求核及び求電基、酸性
及び塩基性基が含まれ、例えばカルボニル基、アミン基、チオール基、カルボン酸基又は
他の酸性基が含まれる。アミノ基は１級、２級、３級又は４級アミノ基になり得る。本明
細書に記載のナノ粒子は、不飽和基、例えばビニル及びアリル基でも官能化し得る。
【００７４】
　単離及び精製されたナノ粒子は直接又は間接的に官能化し得て、後者では１つ以上の中
間リンカー又はスペーサを使用し得る。ナノ粒子は、２つ以上、３つ以上又は４つ以上の
官能化工程を含む１つ以上の官能化工程に供し得る。
【００７５】
　官能化したナノ粒子をさらに、多種多様な用途のための関心のある、様々な所望の分子
、例えば生体分子、小分子、治療薬、ミクロ及びナノ粒子、医薬的に活性な成分、巨大分
子、診断標識、キレート剤、分散剤、電荷調節剤（ｃｈａｒｇｅ　ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ　
ａｇｅｎｔ）、粘度調節剤、界面活性剤、凝固剤、凝集剤、またこれらの化合物の多様な
組み合わせと共役させ得る。
【００７６】
　公知の多糖官能化又は誘導体化法を利用し得る。例えば、あるアプローチは、Ｃ－２、
Ｃ－３、Ｃ－４及び／又はＣ－６の位置でのグルコースのヒドロキシル基の選択的酸化に
よるカルボニル基の導入である。使用し得る酸化剤は幅広く、例えばペリオデート（例え
ば、過ヨウ素酸カリウム）、臭素、ジメチルスルホキシド／無水酢酸（ＤＭＳＯ／Ａｃ2

Ｏ）［例えば、米国特許第４６８３２９８号］、デス－マーチンペルヨージナン等である
。
【００７７】
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　本明細書に記載のナノ粒子は、カルボニル基で官能化した場合、１級又は２級アミン基
を有する化合物と速やかに反応する。これによりイミンが生成され、還元剤、例えばナト
リウムボロハイドレートでアミンにさらに還元し得る。したがって、この還元工程はイミ
ン中間体より安定したアミノ生成物をもたらし、また未反応のカルボニル基をヒドロキシ
ル基に変換する。カルボニル基を排除することで、誘導体化されたナノ粒子が、ターゲッ
トとしない分子（例えば、血漿タンパク質）と非特異的な相互作用を起こす可能性を有意
に低下させる。
【００７８】
　カルボニル及びアミノ化合物間での反応並びに還元工程は１つの容器で同時に行い得る
（適切な還元剤を同じ反応混合物に導入する）。この反応は直接還元的アミノ化として知
られる。ここでは、カルボニル基の存在下でイミンを選択的に還元するいずれの還元剤（
例えば、ナトリウムシアノボロハイドレート）も使用し得る。
【００７９】
　カルボニル官能化ナノ粒子からのアミノ官能化ナノ粒子の調製には、いずれのアンモニ
ウム塩又は１級若しくは２級アミン含有化合物も使用し得て、例えば酢酸アンモニウム、
塩化アンモニウム、ヒドラジン、エチレンジアミン又はヘキサンジアミンである。この反
応は水又は水性極性有機溶媒、例えばエチルアルコール、ＤＭＳＯ又はジメチルホルムア
ミド中で行い得る。
【００８０】
　本明細書に記載のナノ粒子の還元的アミノ化は以下の２工程プロセスを用いても成し遂
げ得る。第１工程はアリル化、すなわち還元剤（例えば、ナトリウムボロハイドレート）
の存在下でのアリルハロゲンとの反応によるヒドロキシル基のアリル基への変換である。
第２工程において、アリル基を二官能性アミノチオール化合物、例えばアミノエタンチオ
ールと反応させる。
【００８１】
　アミノ官能化ナノ粒子はさらなる改質をし易い。例えば、アミノ基はカルボニル化合物
（アルデヒド及びケトン）、カルボン酸及びこれらの誘導体（例えば、塩化アシル、エス
テル）、スクシンイミジルエステル、イソチオシアネート、塩化スルホニル等に反応性で
ある。
【００８２】
　特定の実施形態においては、本明細書に記載のナノ粒子をシアニル化のプロセスを用い
て官能化する。このプロセスによりシアネートエステル及びイミドカルボネートが多糖の
ヒドロキシル基で形成される。これらの基は極めて穏和な条件下で１級アミンと速やかに
反応し、共有結合を形成する。シアニル化剤、例えば臭化シアン、好ましくは１－シアノ
－４－ジエチルアミノ－ピリジニウム（ＣＤＡＰ）をナノ粒子の官能化に使用し得る。
【００８３】
　官能化ナノ粒子を、カルボニル又はアミノ基に結合可能な官能基を有する化合物に直接
結びつけ得る。しかしながら、一部の用途では、例えばポリマースペーサ又はリンカーを
含めたスペーサ又はリンカーを介して化合物を結びつけることが重要となり得る。これら
は、アミノ、カルボニル、スルフヒドリル、スクシミジル（ｓｕｃｃｉｍｉｄｙｌ）、マ
レイミジル及びイソシアネートを含むがこれらに限定されない官能基を有するホモ又はヘ
テロ２官能性リンカー、例えばジアミノヘキサン、エチレングリコビス（スルホスクシミ
ジルスクシネート）（スルホ－ＥＧＳ）、ジスルホスクシミジルタータレート（スルホ－
ＤＳＴ）、ジチオビス（スルホスクシミジルプロピオネート）（ＤＴＳＳＰ）、アミノエ
タンチオール及び同様のものになり得る。
【００８４】
ナノ粒子／共役用の化合物及び改質剤
　特定の実施形態において、本明細書に記載のナノ粒子の改質に使用し得る化合物には、
以下に限定するものではないが、生体分子、小分子、治療薬、ミクロ及びナノ粒子、医薬
的に活性な成分、巨大分子、診断標識、キレート剤、分散剤、電荷調節剤、粘度調節剤、
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界面活性剤、凝固剤、凝集剤、またこれらの化合物の多様な組み合わせが含まれる。
【００８５】
　特定の実施形態において、本明細書に記載のナノ粒子を改質するための化合物として使
用される生体分子には、以下に限定するものではないが、酵素、受容体、神経伝達物質、
ホルモン、サイトカイン、細胞応答化合物、例えば増殖因子、走化性因子、抗体、ワクチ
ン、ハプテン、毒素、インターフェロン、リボザイム、アンチセンス物質及び核酸が含ま
れる。
【００８６】
　特定の実施形態において、本明細書に記載のナノ粒子の小分子改質剤は触媒として有用
になり得るものになり得て、金属有機錯体を含むがこれに限定されない。
【００８７】
　特定の実施形態において、ナノ粒子の改質剤として使用する医薬的に有用な成分には、
以下に限定するものではないが、疎水性調節剤、薬物動態調節剤、生理活性調節剤及び検
出可能な改質剤が含まれる。
【００８８】
　特定の実施形態においては、ナノ粒子を、吸光、発光、蛍光、ルミネセンス、ラマン散
乱、蛍光共鳴エネルギー移動及びエレクトロルミネセンス特性を有する化合物で改質し得
る。
【００８９】
　特定の実施形態において、ナノ粒子の診断標識には、以下に限定するものではないが、
ガンマシンチグラフィ及びポジトロン放出断層撮影法（ＰＥＴ）用の診断用放射性医薬品
又は放射性同位元素、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）用の造影剤（例えば、常磁性原子及び超
常磁性ナノ結晶）、コンピュータ断層撮影法用の造影剤、Ｘ線での撮像用の造影剤、超音
波診断法用の造影剤、中性子放射化用の剤並びに様々な光学的手法においてＸ線、超音波
、電波及びマイクロ波、フルオロフォアを反射、散乱する又はこれらに影響する他の成分
等が含まれる。診断用放射性医薬品には、ガンマ線放射核種、例えばインジウム１１１、
テクネチウム９９ｍ及びヨード１３１等が含まれる。ＭＲＩ（磁気共鳴画像法）用の造影
剤には、磁性化合物、例えば常磁性イオン、鉄、マンガン、ガドリニウム、ランタニド、
有機常磁性成分、超常磁性、強磁性及び反強磁性化合物、例えば酸化鉄コロイド、フェラ
イトコロイド等が含まれる。コンピュータ断層撮影法及び他のＸ線を使用した撮像法用の
造影剤には、Ｘ線を吸収する化合物、例えばヨード、バリウム等が含まれる。超音波を使
用した方法用の造影剤には、超音波を吸収、反射及び散乱可能な化合物、例えばエマルシ
ョン、結晶、気泡等が含まれる。他の例には、中性子放射化に有用な物質、例えばホウ素
及びガドリニウムが含まれる。さらに、診断手法において有用なＸ線、超音波、電波、マ
イクロ波及び他の光線を反射、屈折、散乱させる又は他の形でこれらに影響を及ぼすこと
が可能な標識を利用し得る。特定の実施形態において、改質剤は常磁性イオン又は基を含
む。
【００９０】
　特定の実施形態においては、２種以上の異なる化合物を使用して多機能誘導体を生成す
る。例えば、第１化合物は潜在的な特異的結合生体分子（例えば、抗体、アプタマー）の
リストから選択され、次に第２化合物は潜在的な診断標識のリストから選択される。
【００９１】
　特定の実施形態において、本明細書に記載のナノ粒子を、当該分野で一般に知られてい
る方法を用いた無機ナノ材料の調製用テンプレートとして使用し得る（例えば、Ｎａｎｏ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＩＩ，Ｅｄｓ　Ｍｉｒｋｉｎ　ａｎｄ　Ｎｉｅｍｅｙｅｒ
，Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ，２００７を参照のこと）。これには、荷電官能基でのナノ粒子の
官能化とそれに続くミネラル化が含まれ、ミネラル化は官能化されたナノ粒子の様々なカ
チオン（例えば、金属、半導体）溶液中でのインキュベーションを含み得る。次に、本明
細書に記載のミネラル化ナノ粒子を精製し、様々な用途において使用し得て、用途には、
以下に限定するものではないが、医療用診断装置、センサ、光学素子、エレクトロニクス
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等が含まれる。
【００９２】
組成物
　一実施形態において、ナノ粒子組成物は、限外濾過工程後に得られるような水性抽出物
の形態である。
【００９３】
　一実施形態において、ナノ粒子組成物は乾燥させられ、組成物は粉末である。
【００９４】
　本発明の乾燥させたナノ粒子組成物は水、グリセリン及び一部の有機溶媒、例えばジメ
チルスルホキシド（ＤＭＳＯ）又はジメチルホルムアミドＤＭＦに溶解／分散し易い。一
実施形態において、組成物は水又は溶媒に分散させた乾燥ナノ粒子を含む。単分散ナノ粒
子組成物はこれまでのグリコーゲン組成物と比較すると独特のレオロジー特性を有する。
本発明のナノ粒子組成物の水性分散物は濃度２５質量％までは大きな粘度を見せない。比
較として、Ｙａｏ（国際公開第２０１３／０１９９７７号）の「純粋なフィトグリコーゲ
ン」は１５．２質量／質量で３．６４５Ｐａｓの粘度を示す（３６４５±３１５ｍＰａｓ
）。
【００９５】
　一実施形態において、組成物は、製造日から少なくとも２４ヶ月にわたって室温での保
存が可能である。
【００９６】
産業上の利用可能性
　本明細書で開示の単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の組成物は幅広い食品、パーソナ
ルケア、工業及び医療用途で使用し得る。例えば、組成物をレオロジー、保水及び表面特
性を調節するための添加剤として使用し得る。用途の例には、炭水化物の皮膜形成低グリ
セミック指数ソース、テクスチャ向上剤、皮膚注入剤、ビタミン及び他の光感受性生理活
性化合物用の安定剤、体質顔料、医療用潤滑剤及び賦形剤、薬剤送達物質が含まれる。本
発明の組成物はサンケア製剤の紫外線防御効果を改善するために、また生理活性物質及び
他の感光性化合物（例えば、日焼け止め、ビタミン、医薬品）の光安定性を強化するため
に使用し得る。様々な用途が“Ｐｏｌｙｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ａｎ
ｄ　Ｐｈｙｔｏｇｌｙｃｏｇｅｎ　Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ”（同一出願人により本願と同時
出願されており、その内容は参照により全て援用される）と題された国際特許出願におい
て詳述されている。
【００９７】
　本明細書で開示の単分散フィトグリコーゲンナノ粒子は皮膜形成剤として特に有用であ
る。ナノ粒子は単分散であるため、均一で最密な膜が可能である。組成物は低水分活性の
安定した膜を形成する。水分活性は、ある材料が水に結合できる度合い、また水分子が材
料内で移動できる度合いを特徴づける。水分活性は、製品の物理的強度（その乾き度と共
に上昇）と製品の味（含水量が高くなると共に向上することが多い）とのバランスをとる
ことが必要な食品業界において重要である。水分活性の制御は、構造的に異なる成分を幾
つも含有する食品（例えば、マフィン本体とマフィン上部の糖衣）において特に重要であ
る。本発明の組成物は、食品の異なる成分間でのバリア膜として使用し得る。例えば、食
品が比較的乾燥しているならば、別の成分を第１成分と接触させる前に本発明の単分散フ
ィトグリコーゲンナノ粒子の濃縮水溶液を食品成分の表面に噴霧し、乾燥させことができ
る。食品がすでにかなりの水分を含有している場合は、フィトグリコーゲンナノ粒子の微
粉末を、連続的な膜が形成されるまで第１食品成分の表面にふりかけることができ、その
後、第２成分を接触させる。組成物はバリア膜を形成し、一方の食品成分からもう一方へ
の水分子の拡散を実質的に減少させる。このバリア膜形成特性は、成分間での水の拡散が
望ましくない薬剤及びビタミン剤の製造にも使用し得る。
【００９８】
　一実施形態において、本明細書で開示の単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の組成物は
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薬物送達に使用される。単分散フィトグリコーゲンナノ粒子は非毒性であり、アレルゲン
性は知られておらず、ヒトの体のグリコーゲン分解酵素（例えば、アミラーゼ及びホスホ
リラーゼ）で分解可能である。酵素分解による生成物は非毒性で中性のグルコース分子で
ある。ナノ粒子は極めて優れた化合物担持能を示すが、これはナノ粒子を薬剤に直接又は
分子スペーサ若しくはテザーを介して共役可能だからである。薬剤と共役させたナノ粒子
は、特定の組織標的分子（例えば、葉酸、抗体、アプタマー）でさらに改質し得る。低多
分散性により均一な誘導化及び薬剤分布とそれに伴う予測可能な薬物動態が可能になる。
最後に、緻密な球状分子、中性電荷及び高親水性は効率的な細胞取り込みに関係している
。
【実施例】
【００９９】
実施例１：スイートコーン穀粒からのグリコーゲン（フィトグリコーゲン）の抽出
　１ｋｇの冷凍スイートコーン穀粒（含水率７５％）を２Ｌの脱イオン水（２０℃）と混
合し、ブレンダ（３０００ｒｐｍ）で３分間にわたって細粉化した。ドロドロになったス
イートコーン粉を１２０００ｘｇで１５分間にわたって４℃で遠心分離した。合わせた上
清画分を孔径０．１μｍのメンブランフィルタを使用したＣＦＦに供した。濾液を、ＭＷ
ＣＯが５００ｋＤａのメンブランを使用した、室温、ダイアフィルトレーション容量６で
のバッチダイアフィルトレーションによりさらに精製した（ダイアフィルトレーション容
量とは、ダイアフィルトレーション中に作業過程で導入する総ミリＱ水体積の濃縮水体積
に対する比である）。
【０１００】
　濃縮水画分を２．５体積の９５％エタノールと混合し、８０００ｘｇで１０分間にわた
って４℃で遠心分離した。濃縮水を２．５体積の９５％エタノールと混合し、８０００ｘ
ｇで１０分間にわたって４℃で遠心分離した。フィトグリコーゲンを含有するペレットを
５０℃の炉で２４時間にわたって乾燥させ、次に４５メッシュまで微粉砕した。乾燥させ
たフィトグリコーゲンの質量は９７ｇであった。
【０１０１】
　ＤＬＳ測定によると、得られたフィトグリコーゲンナノ粒子は８３．０ｎｍの粒径及び
０．０８１の多分散指数を有した（図２）。
【０１０２】
実施例２
　デントステージで収穫したＮＫ１９９種の２５０ｇの乾燥トウモロコシ穀粒を０．５ｍ
ｍ未満の粒径まで摩砕した。冷水抽出を２０℃、中程度のかき混ぜで２０分間にわたって
行った。不溶性成分を８０００ｘｇでの遠心分離により沈澱させた。多段階精密濾過を上
清に対して、濾過媒体孔径１０．０、１．０及び０．１μｍで行った。クロスフロー濾過
（ダイアフィルトレーション）を３００ｋＤａのＭＷＣＯで室温、ダイアフィルトレーシ
ョン容量６で行った。濃縮水を２．５体積の９５％エタノールと混合し、８０００ｘｇで
１０分間にわたって４℃で遠心分離した。フィトグリコーゲンを含有するペレットを５０
℃の炉で２４時間にわたって乾燥させ、次に４５メッシュまで微粉砕した。乾燥させたグ
リコーゲンの質量は１７．５ｇであった。
【０１０３】
　ＤＬＳで測定すると、得られたフィトグリコーゲンナノ粒子は６３．０ｎｍの粒径及び
０．０５３の多分散指数を有した（図３）。
【０１０４】
実施例３：本発明のトウモロコシ穀粒フィトグリコーゲンのキャラクタリゼーション
　本発明の実施例２で調製したフィトグリコーゲンナノ粒子のＤＬＳによるキャラクタリ
ゼーションを行い、結果を表１に示す。全ての栽培変種植物が標準（ｓｕ）タイプである
。
【０１０５】
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【表１】

【０１０６】
　得られたフィトグリコーゲンナノ粒子は０．０７１～０．１２９の多分散指数、０．１
０の平均多分散指数を有した。
【０１０７】
実施例３：本発明のトウモロコシ穀粒フィトグリコーゲンのキャラクタリゼーション
　デントステージで収穫したｓｅ及びｓｈタイプのトウモロコシ穀粒を使用して本発明の
実施例２で調製したフィトグリコーゲンナノ粒子のキャラクタリゼーションを行い、結果
を表２に示す。
【０１０８】
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【表２】

【０１０９】
実施例４
　本発明の乾燥ナノ粒子組成物を、５～３０質量／質量％の様々な濃度で水に溶解させた
。結果を図４に示す。得られた溶液は透明で、濃度２５質量％まで大きな粘度を示さなか
った。粘度は濃度が２５質量／質量％を超えると大幅に上昇した。２０質量／質量％を超
えた濃度に関し、溶液は強いせん断減粘特性（ｓｈｅａｒ　ｔｈｉｎｎｉｎｇ　ｐｒｏｐ
ｅｒｔｉｅｓ）を示した。
【０１１０】
　本発明のまた別の態様は、以下のとおりであってもよい。
〔１〕フィトグリコーゲン含有植物原料から得られるフィトグリコーゲンナノ粒子を含む
組成物であって、前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、動的光散乱法（ＤＬＳ）による測
定で０．３未満の多分散指数を有することを特徴とする、組成物。
〔２〕前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、ＤＬＳによる測定で０．２未満の多分散指数
を有する、前記〔１〕に記載の組成物。
〔３〕前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、ＤＬＳによる測定で０．１未満の多分散指数
を有する、前記〔２〕に記載の組成物。
〔４〕前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、約３０～約１５０ｎｍの平均粒径を有する、
前記〔１〕～〔３〕のいずれか一項に記載の組成物。
〔５〕前記フィトグリコーゲンナノ粒子が、約６０～約１１０ｎｍの平均粒径を有する、
前記〔４〕に記載の組成物。
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〔６〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、８０％を超える、約３０～約１５０ｎｍの平均
粒径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔４〕に記載の組成物。
〔７〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、９０％を超える、約３０～１５０ｎｍの平均粒
径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔６〕に記載の組成物。
〔８〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、９９％を超える、約３０～１５０ｎｍの平均粒
径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔７〕に記載の組成物。
〔９〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、８０％を超える、約６０～１１０ｎｍの平均粒
径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔５〕に記載の組成物。
〔１０〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、９０％を超える、約６０～１１０ｎｍの平均
粒径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔９〕に記載の組成物。
〔１１〕前記組成物が、乾燥質量に基づき、９９％を超える、約６０～１１０ｎｍの平均
粒径を有するフィトグリコーゲンナノ粒子を含む、前記〔１０〕に記載の組成物。
〔１２〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、トウモロコシ、イネ、オオムギ、モロ
コシ又はこれらの組み合わせから得られる、前記〔１〕～〔１１〕のいずれか一項に記載
の組成物。
〔１３〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリーエ
クステンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンである、前記〔１２〕に記載の組成物。
〔１４〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、ミルクステージ又はデントステージの
トウモロコシ穀粒から得られる、前記〔１２〕又は〔１３〕のいずれか一項に記載の組成
物。
〔１５〕前記組成物が、粉末である、前記〔１〕～〔１４〕のいずれか一項に記載の組成
物。
〔１６〕前記組成物が、前記フィトグリコーゲンナノ粒子の水性分散物である、前記〔１
〕～〔１４〕のいずれか一項に記載の組成物。
〔１７〕前記〔１〕～〔１６〕のいずれか一項に記載の組成物の、皮膜形成剤としての使
用。
〔１８〕前記〔１〕～〔１６〕のいずれか一項に記載の組成物の、薬剤送達剤としての使
用。
〔１９〕単分散フィトグリコーゲンナノ粒子の製造方法であって、
（ａ）破壊したフィトグリコーゲン含有植物原料を温度約０～約５０℃の水に浸漬させる
工程、
（ｂ）前記工程（ａ）の産物を固液分離に供して、水性抽出物を得る工程、
（ｃ）前記工程（ｂ）の水性抽出物を約０．０５～０．１５μｍの最大平均孔径を有する
精密濾過材料に通す工程、及び、
（ｄ）前記工程（ｃ）の濾液を限外濾過に供して、約３００ｋＤａ未満の分子量を有する
不純物を除去し、単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む水性組成物を得る工程
を含むことを特徴とする、方法。
〔２０〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、穀物である、前記〔１９〕に記載の方
法。
〔２１〕前記穀物が、トウモロコシ、イネ、オオムギ、モロコシ又はこれらの混合物であ
る、前記〔２０〕に記載の方法。
〔２２〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリーエ
クステンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンである、前記〔２１〕に記載の方法。
〔２３〕前記フィトグリコーゲン含有植物原料が、標準タイプ（ｓｕ）又はシュガリーエ
クステンダ（ｓｅ）タイプのスイートコーンの、ミルクステージ又はデントステージの穀
粒である、前記〔２１〕又は〔２２〕のいずれか一項に記載の方法。
〔２４〕単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む前記水性組成物を、アミロスクラーゼ
、グリコシルトランスフェラーゼ、分枝酵素又はこれらの任意の組み合わせを用いた酵素
処理に供する工程（ｅ）を含む、前記〔１９〕～〔２３〕のいずれか一項に記載の方法。
〔２５〕前記工程（ｃ）又は工程（ｄ）に先立って、吸着濾過補助物を添加する工程をさ
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〔２６〕前記吸着濾過補助物が、珪藻土である、前記〔２５〕に記載の方法。
〔２７〕前記固液分離が、前記工程（ａ）の生成物を１０～３０分間にわたってかき混ぜ
る工程を含む、前記〔１９〕～〔２６〕のいずれか一項に記載の方法。
〔２８〕前記工程（ｄ）の限外濾過により、約５００ｋＤａ未満の分子量を有する不純物
を除去する、前記〔１９〕～〔２７〕のいずれか一項に記載の方法。
〔２９〕前記工程（ｃ）が、前記工程（ｂ）の水性抽出物を、約１０～約４０μｍの最大
平均孔径を有する第１精密濾過材料に通す工程（ｃ１）、約０．５～約２．０μｍの最大
平均孔径を有する第２精密濾過材料に通す工程（ｃ２）、及び、約０．０５～０．１５μ
ｍの最大平均孔径を有する第３精密濾過材料に通す工程（ｃ３）を含む、前記〔１９〕～
〔２８〕のいずれか一項に記載の方法。
〔３０〕前記工程（ｂ）の生成物を遠心分離する工程をさらに含む、前記〔１９〕～〔２
９〕のいずれか一項に記載の方法。
〔３１〕単分散フィトグリコーゲンナノ粒子を含む前記水性組成物を乾燥させて、実質的
に単分散のフィトグリコーゲンナノ粒子の乾燥組成物を得る工程（ｅ１）をさらに含む、
前記〔１９〕～〔３０〕のいずれか一項に記載の方法。
〔３２〕前記〔１９〕～〔３１〕のいずれか一項に記載の方法にしたがって製造された、
実質的に単分散のナノ粒子を含む組成物。
〔３３〕前記〔１９〕～〔３０〕のいずれか一項に記載の方法にしたがって製造された、
前記〔１６〕に記載の組成物。
〔３４〕前記〔３１〕に記載の方法にしたがって製造された、前記〔１５〕に記載の組成
物。
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