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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ方法であって、
　（１）前記試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）本質的に均質かつ微粉化された状態の試験食品を提供することにより、試験食物
サンプルを提供するステップ；
　（３）標準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の本質的に均質かつ微粉化
された状態の前記試験食物サンプルを、一定期間、消化酵素の混合物を用いて消化するこ
とにより、消化されたサンプルを提供するステップ；
　（４）前記消化されたサンプルを、前記一定期間経過直後に、そのまま処理することに
より、酵素反応を停止させるステップ；
　（５）ステップ（４）からの前記消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトー
ス、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールからなる群から選択さ
れた少なくとも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、前記試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデ
ータから、前記試験食品のグリセミック指数を計算するステップであって、前記較正デー
タは、ステップ（１）および（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプの
ものでありかつ同じ手法で得られるものであり、前記較正サンプルは、既知のインビボグ
リセミック指数値を有するものであるステップ；
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を含むことを特徴とするインビトロ方法。
【請求項２】
　前記請求項１に記載のインビトロ方法であって、ステップ（５）に列挙されたすべての
糖および糖アルコールの量が決定され、それがステップ（６）のグリセミック指数の計算
に使用されることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項３】
　前記請求項１に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を約－
４０℃よりも低い温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉化された状態で得ら
れることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項４】
　前記請求項２に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を約－
７８℃以下の温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉化された状態で得られる
ことを特徴とするインビトロ方法。
【請求項５】
　前記請求項１に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を液体
窒素温度でまたは液体窒素温度付近の温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉
化された状態で得られることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項６】
　前記請求項２に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を液体
窒素温度でまたは液体窒素温度付近の温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉
化された状態で得られることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項７】
　前記請求項１に記載のインビトロ方法であって、ステップ（４）の前記消化されたサン
プル中の、グルコースと、フルクトース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およ
びマルチトールからなる群から選択された少なくとも２種の糖または糖アルコールとの量
は、高速イオンクロマトグラフィーを使用して決定されることを特徴とするインビトロ方
法。
【請求項８】
　前記請求項２に記載のインビトロ方法であって、ステップ（４）の前記消化されたサン
プル中の、グルコースと糖または糖アルコールとの量は、高速イオンクロマトグラフィー
を使用して決定されることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項９】
　前記請求項１に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を約－
４０℃よりも低い温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉化された状態で得ら
れ、ステップ（４）の消化されたサンプル中のグルコースと、フルクトース、ガラクトー
ス、ラクトース、スクロース、およびマルチトールからなる群から選択された少なくとも
２種の糖または糖アルコールとの量は、高速イオンクロマトグラフィーを使用して決定さ
れることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１０】
　前記請求項２に記載のインビトロ方法であって、前記試験食品は、前記試験食品を約－
４０℃よりも低い温度で摩砕することによって、本質的に均質な微粉化された状態で得ら
れ、ステップ（４）の消化されたサンプル中のグルコース、フルクトース、ガラクトース
、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの量は、高速イオンクロマトグラフィー
を使用して決定されることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１１】
　試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ方法であって、
　（１）前記試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）前記試験食品を液体窒素温度でまたは液体窒素温度付近で摩砕することによって
本質的かつ均質な微粉化された状態の試験食品を提供することにより、試験食物サンプル
を提供するステップ；
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　（３）標準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の本質的に均質かつ微粉化
された状態の前記試験食物サンプルを、一定期間、消化酵素の混合物を用いて消化するこ
とにより、消化されたサンプルを提供するステップ；
　（４）前記消化されたサンプルを、前記一定期間経過直後に、そのまま処理することに
より、酵素反応を停止させるステップ；
　（５）ステップ（４）からの前記消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトー
ス、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択された少
なくとも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、前記試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデ
ータから前記試験食品のグリセミック指数を計算するステップであって、前記較正データ
は、ステップ（１）および（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプのも
のでありかつ同じ手法で得られるものであり、前記較正サンプルは、既知のインビボグリ
セミック指数値を有するものであるステップ
を含むことを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１２】
　前記請求項１１に記載のインビトロ方法であって、前記多変量解析は、多重線形回帰、
部分最小二乗法、およびニューラルネットからなる群から選択された曲線当てはめ手順を
使用することを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１３】
　前記請求項１２に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、多重線形
回帰であることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１４】
　前記請求項１２に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、部分最小
二乗法であることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１５】
　前記請求項１２に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、ニューラ
ルネットであることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１６】
　試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ方法であって、
　（１）前記試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）前記試験食品を液体窒素温度または液体窒素近くの温度で摩砕して本質的に均質
かつ微粉化された状態の試験食品を提供することにより、試験食物サンプルを提供するス
テップ；
　（３）標準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の本質的に均質かつ微粉化
された状態の前記試験食物サンプルを、一定期間、消化酵素の混合物を用いて消化するこ
とにより、消化されたサンプルを提供するステップ；
　（４）前記消化されたサンプルを、前記一定期間経過直後に、そのまま処理することに
より、酵素反応を停止させるステップ；
　（５）ステップ（４）からの前記消化されたサンプル中の、グルコース、フルクトース
、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの量を高速イオンクロマ
トグラフィーを使用して決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、前記試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデ
ータから、前記試験食品のグリセミック指数を計算するステップであって、前記較正デー
タは、ステップ（１）および（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプの
ものでありかつ同じ手法で得られるものであり、前記較正サンプルは、既知のインビボグ
リセミック指数値を有するものであるステップ；
を含むことを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１７】
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　前記請求項１６に記載のインビトロ方法であって、前記多変量解析は、多重線形回帰、
部分最小二乗法、およびニューラルネットからなる群から選択された曲線当てはめ手順を
使用することを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１８】
　前記請求項１７に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、多重線形
回帰であることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項１９】
　前記請求項１７に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、部分最小
二乗法であることを特徴とするインビトロ方法。
【請求項２０】
　前記請求項１７に記載のインビトロ方法であって、前記曲線当てはめ手順は、ニューラ
ルネットであることを特徴とするインビトロ方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２００８年６月２３日に出願した米国特許出願第１２／１４４，０５６号の
継続出願であり、仮出願への変更が要請された２００７年６月２８日出願の米国特許出願
第１１／７７０，３６１号の利益を主張するものであり、これらの出願は、その全体が参
照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、様々な食品のグリセミック指数（ＧＩ）値を決定するためのインビトロ方法
に関する。本発明は、広く様々な食物成分および完成食品製品の両方のグリセミック指数
を決定するための、正確で安価なインビトロ方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　食品のグリセミック指数に対する関心は、近年、著しく増大しつつある。グリセミック
指数は、人間が所与の食品を消化したときの食餌性炭水化物に対する相対的グリセミック
応答の指標であり、食物を、炭水化物の放出および吸収速度に基づいてランク付けするこ
とが可能である。実際に、グリセミック指数は、いわゆる「良性炭水化物」（即ち、比較
的低いグリセミック指数を有する炭水化物）およびいわゆる「悪性炭水化物」（即ち、比
較的高いグリセミック指数を有する炭水化物）の同定を可能にする。炭水化物に対する意
識が高い消費者およびヘルスケア提供者は、食物の選択を助けるのに、グリセミック指数
または関連する値を使用することができる。
【０００４】
　グリセミック指数は、食後の血糖値の変化に基づいて、炭水化物を０から１００のスケ
ールでランク付ける。高ＧＩを有する食物は、素早く消化され吸収され、それによって、
血糖値の著しい変動が生じると考えられる。低グリセミック指数値は、身体によるより遅
い消化および吸収が原因で、血糖値およびインスリン値のより緩やかな上昇をもたらし、
したがって平坦な変動をもたらすと考えられる。一般に、低グリセミック指数の食物は、
５５以下のグリセミック指数を有すると定義され、中程度のグリセミック指数の食物は、
５６から６９のグリセミック指数を有すると定義され、高グリセミック指数の食物は、７
０以上のグリセミック指数を有すると定義される。
【０００５】
　高グリセミック指数の食物の消費は一般に、低グリセミック指数の食物の消費よりも、
血糖値のより高くより急速な増加をもたらすように見える。血糖の急速な増加は、膵臓に
、インスリンの分泌を増大するようにシグナルを送る。高グリセミック指数の食物の消費
によって誘導された高インスリン値は、血糖値の急峻な低下（低血糖症）を引き起こす可
能性があるのに対し、低グリセミック指数の食物の消費は、一般に、血糖のより低くより
持続的な増加と、より低いインスリン要求量をもたらすと考えられる。低グリセミック食
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は、糖尿病（１型および２型）の人々において、グルコースおよび脂質の両レベルを改善
することが報告されている。低グリセミック食は、食欲を制御し空腹を遅らせるのを助け
るので、体重制御に利益をもたらすことも報告されている。低ＧＩ食は、インスリン値お
よびインスリン耐性を低下させる可能性もある。ハーバード大学公衆衛生学部による最近
の研究は、２型糖尿病や冠状動脈性心臓病などの疾患の危険性が、食餌全体のグリセミッ
ク指数によって強く影響されると報告している。世界保健機関（ＷＨＯ）および国連食糧
農業機関は、冠状動脈心臓病や糖尿病、肥満症など最も一般的な飽食病を予防するために
、先進国の人々の食餌を低グリセミック指数に基づいたものにすることを推奨している。
このように消費者は、低グリセミック指数の食物の相対量が、高グリセミック指数の食物
を犠牲にして増加するように、その食餌全体を変えることがしばしば推奨される。グリセ
ミック指数値は、消費者およびヘルスケア提供者が食物を選択し、おそらくは一定の疾患
の危険性を低下させるのを助けるのに使用することができる。
【０００６】
　所与の食品のグリセミック指数は、通常、食品を摂取したヒト対象群（通常、約６名以
上の個人）の血糖値をモニタすることによって、インビボで決定され；食品の血糖応答を
、固定期間中のグリセミック指数が分かっている対照物質の摂取によって刺激された場合
と比較し、グリセミック指数を計算する。インビボグリセミック指数決定法は、一般に、
この分野で「ゴールドスタンダード」と見なされる。現在受け入れられている試験プロト
コルでは、炭水化物を１０から５０ｇ含有する測定された試験食物の一部を、一晩絶食さ
せた後の６名以上の健康な人々に与える。通常は指に針を刺して得られる血液サンプルを
、食物消費前（時間０）と、食物消費直後の２時間にわたって１５～３０分の間隔で採取
し、血糖値について分析する。得られたデータ（典型的には、約７個のデータポイント）
を使用して、試験食物を消費した後の２時間にわたる血糖応答曲線（即ち、時間に対して
プロットした血糖値）を作成する。血糖曲線下の面積は、試験食物を食べた後の血糖値の
上昇の合計に関係している。同様の試験を、やはり一晩絶食させた、ブドウ糖の同等の炭
水化物部分（定義により、１００のグリセミック指数を有する参照食物）または定義され
たＧＩ値を有する白パンを消費する同じ個人で実施し；２時間の血糖応答曲線を決定し、
この曲線下の面積を、試験食物に関して行ったのと同じ手法で測定する。試験食物のグリ
セミック指数は、試験食物の曲線下の面積を、参照食物の曲線下の面積で割り、１００を
掛けることによって計算する。標準的な食物の使用は、対象の物理的および／またはその
他の特徴の差に関する混同した影響を低減させるのに、ならびに試験サンプル（飲料決定
の場合には標準的なグルコース水溶液、および固体食物の決定の場合には標準的な白パン
）の物理的形態を一致させるのに重要である。約７個のデータポイント（２時間にわたる
）のみを使用して血糖曲線を作成し、この曲線はこれらの限定されたデータポイントを滑
らかに通ると考えられるので、採取された実際のデータポイント間でグルコースの発生が
著しく増加しまたは減少した場合には、誤差が生じる可能性がある。
【０００７】
　すべての試験対象から得たグリセミック指数の平均が、食物のグリセミック指数として
得られる。当然ながら決定の精度は、少なくとも部分的に、試験プロトコルに関する試験
対象のコンプライアンスと、個々の対象の物理的および／またはその他の特徴が試験およ
び参照の両方の食物決定に関して本質的に一定であり続けるという仮定の妥当性とに依存
する。
【０００８】
　そのようなインビボグリセミック指数決定法は、一般にヒト対象を必要とし、それとと
もに費用がかかり時間もかかるので、インビトロ試験プロトコルの開発にかなりの関心が
寄せられている。Ｋ．Ｎ．Ｅｎｇｌｙｓｔおよび共同研究者による研究を基にしかつ図１
に例示されている、あるインビトロ法では、血糖値を決定するために比色エンドポイント
を使用して、消化酵素の混合物と共に行われる３７℃での時限的インキュベーション中に
、試験食物から放出されたグルコースの測定を行った（例えば、非特許文献１参照）。こ
のインビトロ法は、より最近になって、放出されたグルコースの量を決定するために、Ｈ
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ＰＬＣエンドポイントを含むよう修正された（例えば、非特許文献２参照）（以下、「Ｅ
ｎｇｌｙｓｔ法」または「インビトロ　Ｅｎｇｌｙｓｔ法」と呼ぶ。）。
【０００９】
　Ｅｎｇｌｙｓｔ法では、量が分かっている試験食物を刻む（そうでない場合には、破砕
または破壊する）（一般に、約０．５ｇの炭水化物を含有するように）。刻まれたサンプ
ルを、ペプシン（５ｇ／ｌ；タンパク質の加水分解が行われるように）およびグアーガム
（５ｇ／ｌ；分析中に懸濁液の食物粒子を維持するのを助けるため）を含有する１０ｍｌ
の０．０５Ｍ　ＨＣｌ中で、攪拌しながら３７℃で３０分間インキュベートする。この初
期のインキュベーションの後、０．５Ｍ酢酸ナトリウムを使用して、サンプルをｐＨ５．
２に緩衝させる。次いで酵素混合物（特定量のパンクレアチン、アミログルコシダーゼ、
およびインベルターゼを含有する）を緩衝済みサンプルに添加し、そのサンプルを、３７
℃の振盪水浴中に置く（時間＝０）。小さなガラスボールをサンプルに含めて、メインの
インキュベーション中にサンプルの物理構造を機械的に崩壊させ；添加したグアーガムは
、このサンプルの粘度を安定させることによって、懸濁液中にサンプルを保持するのを助
ける。正確に２０分でメインのインキュベーションに入り、一定分量のサンプルを取り出
し、攪拌しながら無水エタノールに添加して、加水分解を停止させ；このサンプルは、Ｈ
ＰＬＣを使用してＧ20（即ち、２０分後に放出されたグルコース；「素早く入手可能なグ
ルコース」またはＲＡＧとも呼ぶ。）を決定するのに使用する。サンプルの残りは、３７
℃浴中でさらに１００分間維持し、その時間で、第２の一定分量のサンプルを取り出し、
攪拌しながら無水エタノールに添加して、加水分解を停止させ；このサンプルは、ＨＰＬ
Ｃを使用してＧ120（即ち、１２０分後に放出されたグルコース）を決定するのに使用す
る。次いでサンプルの残りは、追加の酵素を添加し次いで１００℃までの温度に曝して完
全な加水分解を強制的に行うことによって、図１に例示されるように処理し、それによっ
て、サンプル中の全グルコースを決定する。
【００１０】
　インビボ試験法を使用してグリセミック指数が測定された食物を比較すると、Ｅｎｇｌ
ｙｓｔ法を使用して決定されたＧ20または素早く入手可能なグルコース値は、既知の食物
のインビボグリセミック指数値と相関させることができる。そのような相関係数を使用す
ることにより、Ｅｎｇｌｙｓｔ法は、試験食物のグリセミック指数値を評価するのに使用
することができる。
【００１１】
　しかし、インビトロ　Ｅｎｇｌｙｓｔ法は、特にインビボグリセミック指数法の提案者
から、かなりの批判を浴びている。例えば、非特許文献３は、グリセミック指数値（即ち
、素早く入手可能なグルコース値）を評価するのにＥｎｇｌｙｓｔ法を使用し、次いでそ
の値を、約３５から６０の範囲内のグリセミック指数を有する食品（即ち、クッキー）の
インビボ決定値と比較した。Ｇａｒｓｅｔｔｉ　ａｔ　ａｌの図２（および参照により本
明細書に組み込まれている。）に示されるように、素早く入手可能なグルコース値（即ち
、Ｅｎｇｌｙｓｔ法によって決定された。）に対するインビボ決定グリセミック指数値の
分布図は、Ｒ2値が０．２５の分布図をもたらし、インビトロ法が予測値をほとんど持た
ないことを示している。
【００１２】
　非特許文献４は、Ｅｎｇｌｙｓｔ　インビトロ試験法によって決定したときに低グリセ
ミック指数値（即ち、≦５５）を有することが報告されている、市販の食物（１種の朝食
用シリアルおよび２種のスナックバー）のインビボグリセミック指数値を決定した。Ｂｒ
ａｎｄ－Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．によれば、３種の食品は、それぞれ７５±３、６８
±５、および６５±５という平均インビボグリセミック指数値（±ｓｅｍ）を有し、した
がって、低グリセミック指数食品として分類することができなかった。これらの筆者は、
「インビボ試験の困難な仕事は、食物のＧＩ値を測定するのにもはや必要ではない」とい
う仮定が、単に不正確でありかつ「食物標識の目的でＧＩ値を生成するためにいかなるイ
ンビトロ法も使用しないよう強くアドバイスする。」と結論付けた。最後に筆者は、「標
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準的なインビボ法を使用した経験済みの実験室を用いるだけで、食物製造でＧＩ試験を行
うように促した。」。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Englyst et al., Brit. J. Nutr., 75, 327-337 (1996)
【非特許文献２】Englyst et al., Am. J. Clin. Nutr., 69, 448-454 (1999)
【非特許文献３】Garsetti et al., J. Am. Coll. Nutr., 24, 441-447 (2005)
【非特許文献４】Brand-Miller et al., Eur. J. Clin. Nutr., 58, 700-701 (2004)
【非特許文献５】Am. J. Clin. Nutr., 76, 5-56 (2002)
【非特許文献６】"International table of glycemic index and glycemic load values,
" Am. J. Clin. Nutr., 76, 5-56 (2002)
【非特許文献７】Livesy, Nutr. Res. Rev., 16(2), 163-91 (2003)
【非特許文献８】Jentjens et al., Eur. J. Appl. Physiol. 88, 459-465 (2003)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　明らかに、当技術分野では、食品のグリセミック指数値を決定するための、正確で精密
な再現性あるインビトロ法が、依然として求められている。さらに、固体および液体の食
品を含めた広く様々な食品に適用することができるような方法が、依然として求められて
いる。本発明は、そのようなインビトロ試験法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明は、酵素による食品の模擬消化を使用して生成されたタンパク質、脂肪、および
糖／糖アルコールのレベルからの、食品のグリセミック指数の改善された予測を可能にす
る、インビトロ分析法を提供する。現行のグリセミック指数決定法は、一般に、ヒト対象
を必要とし、費用がかかりかつ時間がかかる。本発明の方法は、約１５個までの食物サン
プルのグリセミック指数を、１日でかつ１人の分析者によって、ヒト対象を使用する伝統
的な方法に比べて著しく低いコストで決定することが可能である。本発明の方法を使用し
て決定されたグリセミック指数値は、ヒト対象を使用する伝統的な試験を使用して得られ
た結果に対し、非常に高い相関関係を示す。さらに、この本発明の方法は、固体の食品な
らびに半固体の食品（例えば、ヨーグルトなど）および液体の食品（例えば、飲料など）
を含めた広く様々な食品で使用することができる。
【００１６】
　本発明は、試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ法であって、
　（１）試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）試験食物サンプルが得られるように、本質的に均質な微粉化された状態の試験食
品を提供するステップ；
　（３）消化されたサンプルが得られるように、固定期間中に、消化酵素の混合物で、標
準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の、本質的に均質な微粉化された状態
にある試験食物サンプルを消化するステップ；
　（４）酵素反応を停止させるため、固定期間の直後に、消化されたサンプルの全体を処
理するステップ；
　（５）ステップ（４）からの消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトース、
ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択された少なく
とも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデータ
から、試験食品のグリセミック指数を計算し、但しこの較正データは、ステップ（１）お
よび（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプのものでありかつ同じ手法
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で得られるものであり、較正サンプルは、既知のインビボグリセミック指数値を有してい
るステップ
　を含む方法を提供する。
【００１７】
　本発明は、試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ法であって、
　（１）試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）試験食物サンプルが得られるように、本質的に均質な微粉化された状態の試験食
品を提供し、但しこの試験食品は、本質的に液体窒素温度で摩砕されるステップ；
　（３）消化されたサンプルが得られるように、固定期間中に、消化酵素の混合物で、標
準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の、本質的に均質な微粉化された状態
にある試験食物サンプルを消化するステップ；
　（４）酵素反応を停止させるため、固定期間の直後に、消化されたサンプルの全体を処
理するステップ；
　（５）ステップ（４）からの消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトース、
ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択された少なく
とも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデータ
から、試験食品のグリセミック指数を計算し、但しこの較正データは、ステップ（１）お
よび（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプのものでありかつ同じ手法
で得られるものであり、較正サンプルは、既知のインビボグリセミック指数値を有してい
るステップ
　を含む方法も提供する。
【００１８】
　本発明のインビトロ法は、現在利用可能なインビトロ法に比べて著しく改善された正確
さおよび精度で、固体、半固体、および液体の食品のグリセミック指数値を決定するのに
使用することができる。確かに、本発明の方法によって得ることが可能な正確さおよび精
度は、商業的に利用可能なインビボ法と同等であるが、時間およびコストの両方が著しく
節約される。
【００１９】
　本発明の目的のため、「本質的に均質な微粉化された状態」は、食料品が脆性固体にな
るような、十分低い温度での食料品の摩砕と同等な、摩砕の程度を意味するものとする。
一般に、約－４０℃よりも低い温度、好ましくは約－７８℃よりも低い温度、より好まし
くは液体窒素を使用して得ることが可能な程度の温度（－１９６℃）は、周囲温度で固体
または半固体であるほとんどの食料品を摩砕するのに十分である。周囲温度の固体材料は
、そのような低温摩砕の前に破砕されまたは粗く摩砕されることも、一般に好ましい。あ
る好ましい実施形態では、特に周囲温度で固体または半固体の材料に関しては、摩砕は、
液体窒素温度または液体窒素温度に近い温度まで液体窒素で冷却された摩砕ミルを使用し
て実現される。多くの場合、液体食品は本質的に均質でありかつ成分は担体に可溶である
ので、液体食品はいかなる摩砕も必要としなくなるが、望むなら、そのような液体食品を
、より低い温度で摩砕してもよい。半固体材料は、本質的に均質な微粉化された状態を得
るために、そのような低温摩砕を必要としてもしなくてもよい。したがって例えば、プレ
ーンヨーグルトはさらなる摩砕を必要としないのに対し、フルーツまたはその他の固体成
分を内部に有するヨーグルトは、本質的に均質な微粉化された状態を得るために低温で摩
砕されることが好ましい。必要とされる「均質な微粉化された状態」に関するその他の指
針は、本明細書に含まれる実施例に見出すことができる。
【００２０】
　好ましくは、ステップ（４）から得た消化されたサンプル中の、グルコースと、フルク
トース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択され
た少なくとも２種の糖または糖アルコールとの量は、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
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ＬＣ）または同等の定量方法を使用して決定される。好ましくは、高速イオンクロマトグ
ラフィー（ＨＰＩＣ）を使用して、酵素での処理中に放出される糖の量を決定する。より
好ましくは、ステップ（４）から得た消化されたサンプル中のグルコース、フルクトース
、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの量は、高速イオンクロ
マトグラフィー（ＨＰＩＣ）を使用して決定される。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】グリセミック指数および関連する値を評価するための、従来技術のインビトロ法
（即ち、Ｅｎｇｌｙｓｔ法）を示すフローチャートである。
【図２】本発明のインビトロ法を示すフローチャートである。
【図３】実施例１に記述されるインビトロ法で得られた、混合標準（パネルＡ）および典
型的な未知のサンプル（パネルＢ）の典型的なクロマトグラムを示す図である。
【図４】図４Ａは、既知のインビボグリセミック指数値と、実施例２のデータに基づいた
ニューラルネット曲線当てはめ手順による、本発明の方法を使用して決定されたインビト
ログリセミック指数値との比較を示し；本発明の方法は、Ｒ2に関して０．９７の値をも
たらした。図４Ｂおよび４Ｃは、既知のインビボグリセミック指数値と、実施例２のデー
タを用いてＥｎｇｌｙｓｔ法で使用された計算技法を使用して得られるような（即ち、２
０分間の消化後のグルコース放出にのみ基づく）、素早く入手可能なグルコース（２０分
／１００ｇ食物で放出されるグルコースのグラム数として表される、ＲＡＧ）との比較を
示す。図４Ｂは、ＲＡＧ／（入手可能な炭水化物％）に対してインビボ　ＧＩをプロット
し；図４Ｃは、ＲＧＡに対してインビボ　ＧＩをプロットする。実施例２のデータセット
に関してＥｎｇｌｙｓｔ計算技法を使用することにより、図４Ｂおよび４Ｃに示される分
布図ではそれぞれ０．４１および０．６８のＲ2値が得られた。
【図５】図５Ａは、既知のインビボグリセミック指数値と、実施例３のデータに基づいた
多重線形回帰の曲線当てはめ手順による本発明の方法を使用して決定されたインビトログ
リセミック指数値との比較を示し；本発明の方法は、Ｒ2に関して０．９４の値をもたら
した。図５Ｂおよび５Ｃは、既知のインビボグリセミック指数値と、実施例３のデータを
用いてＥｎｇｌｙｓｔ法で使用された計算技法を使用して得られるような（即ち、２０分
間の消化後のグルコース放出にのみ基づく）、素早く入手可能なグルコース（２０分／１
００ｇ食物で放出されるグルコースのグラム数として表される、ＲＡＧ）との比較を示す
。図５Ｂは、ＲＡＧ／（入手可能な炭水化物％）に対してインビボ　ＧＩをプロットし；
図５Ｃは、ＲＧＡに対してインビボ　ＧＩをプロットする。実施例３のデータセットに関
してＥｎｇｌｙｓｔ計算技法を使用することにより、図５Ｂおよび５Ｃに示される分布図
ではそれぞれ０．５６および０．５８のＲ2値が得られた。
【図６】既知のインビボグリセミック指数値と、実施例４のデータに基づいたニューラル
ネット曲線当てはめ手順による本発明の方法を使用して決定された、インビトログリセミ
ック指数値との比較を示す図であり；本発明の方法は、Ｒ2に関して０．９６の値をもた
らした。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明は、酵素による食品の模擬消化を使用して、遊離したタンパク質、脂肪、および
糖／糖アルコールのレベルからの食品のグリセミック指数の改善された予測を可能にする
、インビトロ分析法を提供する。現行のグリセミック指数決定法は、一般にヒト対象を必
要とし、コストがかかると共に時間もかかる。本発明の方法は、ヒト対象を使用する伝統
的な方法の比べて著しく低いコストで、１人の分析者により１日で、約１５個までの食物
サンプルのグリセミック指数を決定することが可能である。さらに、ヒト対象のスクリー
ニングやインフォームドコンセントを得るなどの管理上の負担が、本発明では回避される
。本発明の方法を使用して決定されたグリセミック指数値は、ヒト対象による伝統的な試
験を使用して得られた結果に対し、非常に高い相関関係を示す。確かに、インビトロ法は
、臨床的なインビボ法の結果よりも精密な結果をもたらすことができる。インビトロ法で
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使用される較正サンプルの数は、インビボ法を使用する１回の決定で使用される場合より
も大きいので（また、追加の較正サンプル（即ち、周知のインビボ　ＧＩ値のサンプル）
が内部に組み込まれるにつれ、増加し続けることができるので）、ｉｎ　ｖｉｒｔｏ　Ｇ
Ｉの結果が得られるインビトロ法を較正するのに使用されるインビボデータは、任意の１
回のインビボ試験で使用される場合よりもはるかに多くのヒト対象の血糖値結果に基づい
ている。さらに本発明の方法は、固体食品ならびに半固体食品（即ち、ヨーグルトなど）
と液体食品（即ち、飲料など）を含めた広く様々な食品で使用することができる。
【００２３】
　本発明は、試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ法であって、
　（１）試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）試験食物サンプルが得られるように、本質的に均質な微粉化された状態の試験食
品を提供するステップ；
　（３）消化されたサンプルが得られるように、固定期間中に、消化酵素の混合物で、標
準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の、本質的に均質な微粉化された状態
にある試験食物サンプルを消化するステップ；
　（４）酵素反応を停止させるため、固定期間の直後に、消化されたサンプルの全体を処
理するステップ；
　（５）ステップ（４）からの消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトース、
ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択された少なく
とも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデータ
から、試験食品のグリセミック指数を計算し、但しこの較正データは、ステップ（１）お
よび（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプのものでありかつ同じ手法
で得られるものであり、較正サンプルは、既知のインビボグリセミック指数値を有してい
るステップ
　を含む方法を提供する。
【００２４】
　本発明は、試験食品のグリセミック指数を決定するためのインビトロ法であって、
　（１）試験食品のタンパク質含量および脂肪含量を決定するステップ；
　（２）試験食物サンプルが得られるように、本質的に均質な微粉化された状態の試験食
品を提供し、但しこの試験食品は、本質的に液体窒素温度で摩砕されるステップ；
　（３）消化されたサンプルが得られるように、固定期間中に、消化酵素の混合物で、標
準量の利用可能な炭水化物を提供するのに十分な量の、本質的に均質な微粉化された状態
にある試験食物サンプルを消化するステップ；
　（４）酵素反応を停止させるため、固定期間の直後に、消化されたサンプルの全体を処
理するステップ；
　（５）ステップ（４）からの消化されたサンプル中の、グルコースと、フルクトース、
ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択された少なく
とも２種の糖または糖アルコールとの量を決定するステップ；および
　（６）較正サンプルに関する較正データの多変量解析から導き出された予測方程式また
は予測技法を使用して、試験食品に関するステップ（１）および（５）で得られたデータ
から、試験食品のグリセミック指数を計算し、但しこの較正データは、ステップ（１）お
よび（５）で決定された試験食品に関するデータと同じタイプのものでありかつ同じ手法
で得られるものであり、較正サンプルは、既知のインビボグリセミック指数値を有してい
るステップ
　を含む方法も提供する。
【００２５】
　本発明のインビトロ法は、現在利用可能なインビトロ法に比べて著しく改善した正確さ
および精度で、固体、半固体、および液体食品のグリセミック指数値を決定するのに使用
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することができる。確かに、本発明の方法によって得ることが可能な正確さおよび精度は
、商業的に利用可能なインビボ法と同等と思われるが、時間とコストの両方が著しく節約
される。
【００２６】
　本発明の目的のため、「本質的に均質な微粉化された状態」は、食料品が脆性固体にな
るような、十分低い温度での食料品の摩砕と同等な、摩砕の程度を意味するものとする。
一般に、約－４０℃よりも低い温度、好ましくは約－７８℃よりも低い温度、より好まし
くは液体窒素を使用して得ることが可能な程度の温度（－１９６℃）は、周囲温度で固体
または半固体であるほとんどの食料品を摩砕するのに十分である。周囲温度の固体材料は
、そのような低温摩砕の前に破砕されまたは粗く摩砕されることも、一般に好ましい。あ
る好ましい実施形態では、特に周囲温度で固体または半固体の材料に関しては、摩砕は、
液体窒素温度または液体窒素温度に近い温度まで液体窒素で冷却された摩砕ミルを使用し
て実現される。多くの場合、液体食品は本質的に均質でありかつ成分は担体に可溶である
ので、液体食品はいかなる摩砕も必要としなくなるが、望むなら、そのような液体食品を
、より低い温度で摩砕してもよい。半固体材料は、本質的に均質な微粉化された状態を得
るために、そのような低温摩砕を必要としてもしなくてもよい。したがって例えば、プレ
ーンヨーグルトはさらなる摩砕を必要としないのに対し、フルーツまたはその他の固体成
分を内部に有するヨーグルトは、本質的に均質な微粉化された状態を得るために低温で摩
砕されることが好ましい。必要とされる「均質な微粉化された状態」に関するその他の指
針は、本明細書に含まれる実施例に見出すことができる。
【００２７】
　好ましくは、ステップ（４）から得た消化されたサンプル中の、グルコースと、フルク
トース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選択され
た少なくとも２種の糖または糖アルコールとの量は、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）または同等の定量方法を使用して決定される。好ましくは、高速イオンクロマトグ
ラフィー（ＨＰＩＣ）を使用して、酵素での処理中に放出される糖および／または糖アル
コールの量を決定する。さらにより好ましくは、ステップ（４）から得た消化されたサン
プル中のグルコース、フルクトース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマ
ルチトールの量は、高速イオンクロマトグラフィー（ＨＰＩＣ）を使用して決定される。
当然ながら、特定の食物サンプルの場合、消化されたサンプルは、これらの糖または糖ア
ルコールの１種または複数が本質的に０になるように決定することができる（即ち、特定
の糖または糖アルコールは存在しなくてもよい）。その場合、特定の糖および／または糖
アルコールに関連した１つまたは複数の用語は０になり（または０に近付く）、これらの
糖および／または糖アルコールのＧＩへの寄与が最小限になる。
【００２８】
　現在、マルチトールは、食品で通常見られるレベルの血糖濃度に対して明らかな影響を
及ぼすことが科学文献で示されている、唯一の糖アルコールのようである。適切なカラム
を用いたＨＰＩＣは、より多くの糖および糖アルコール（マルチトールだけではない）を
測定することが可能であり、より多くの糖および糖アルコールは、そのように望む場合に
は分析および較正ステップに含めることができる。
【００２９】
　標準量の炭水化物を提供するのに十分な量の、本質的に均質な微粉化された状態にある
試験食物サンプルは、消化されたサンプルが得られるように、固定期間中に、消化酵素の
混合物と共に消化ステップで使用される。本発明の目的のため、消化ステップで使用され
る、本質的に均質な微粉化された状態にある試験食物サンプルの量は、「標準量」の利用
可能な炭水化物を含有すべきである。この標準量の利用可能な炭水化物は、糖および糖ア
ルコールの正確な測定を可能にするために、十分な糖および／または糖アルコールが消化
ステップで得られるよう選択され；さらに、この標準量の利用可能な炭水化物によって、
消化酵素は、そこに作用するように同様の量の基質を有することが可能になる。実施例１
に例示される特定のプロトコルでは、一般に、標準量の利用可能な炭水化物が約０．２か
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ら約１ｇの範囲内に、より好ましくは約０．５ｇであるべきことが見出された。糖および
糖アルコールの十分に正確な測定を得ることができる場合には、より高くまたはより低い
量を使用することができる。当然ながら、標準量が選択されたら、その量は、すべての測
定（方法を較正するのに、ならびに較正された後は未知のサンプルを較正するのに使用さ
れる場合を含む。）で使用されることが好ましい。この方法の目的で、利用可能な炭水化
物の含量は、全炭水化物含量から食物繊維含量を差し引き、さらにマルチトール以外の糖
アルコールの全含量を差し引いた値と定義される。マルチトール以外の追加の糖アルコー
ルを分析および較正に含める場合、サンプル中のそのような糖アルコールの含量は、利用
可能な炭水化物としても含めることが必要になる。
【００３０】
　同様に、消化ステップの固定期間は、内部で生成される糖および糖アルコールの正確な
測定が可能になるように、十分な糖および／または糖アルコールが提供されるよう選択さ
れる。実施例１に示される特定のプロトコルでは、一般に、固定期間が約１５から約２５
分の範囲内、より好ましくは約２０分であるべきことが見出された。糖および糖アルコー
ルの正確な測定が可能になるように、十分な量の糖および／糖アルコールが生成される場
合には、より短くまたはより長い消化時間を使用することができる。当然ながら、固定時
間が選択されたら、その値をすべての測定（方法を較正するのに、ならびに較正された後
は未知のサンプルを較正するのに使用される場合を含む。）に使用すべきであり；言い換
えれば、標準化された消化時間は、すべての較正および未知のサンプル測定の全体を通し
て使用されるべきである。一般に、選択された固定時間である約±１０秒以内に、さらに
より好ましくは約±５秒以内に、消化ステップが停止するよう努力すべきである。
【００３１】
　図２は、本発明の一実施形態を示す。この方法は、周囲温度で固体、半固体、または液
体であってもよい試験食物サンプルから開始する。上述のように、試験食品は、「本質的
に均質な微粉化された状態」にすべきである。これは、周囲温度でほとんど固体または半
固体の食物では、食料品が脆性固体になるように十分低い温度で食料品を摩砕することに
よって実現することができる。一般に、約－４０℃よりも低い温度、好ましくは約－７８
℃よりも低い温度、より好ましくは液体窒素を使用して得ることが可能な程度の温度が、
周囲温度で固体または半固体であるほとんどの食料品を摩砕するのに十分である。周囲温
度で固体の材料を、そのような低温摩砕の前に破砕しまたは粗く摩砕することも、一般に
好ましい。したがって図２に示されるように、試験食物サンプルは、好ましくはサンプル
を単により小さな粒子に破砕するよう粗く摩砕し、次いで細かく摩砕して、本質的に均質
な微粉化されたサンプルを得る。ある好ましい実施形態では、特に周囲温度で固体または
半固体の材料の場合、微粉砕は、液体窒素温度または液体窒素温度に近い温度まで液体窒
素で冷却された摩砕ミルを使用して実現される。多くの場合、液体食品は本質的に均質で
ありかつ成分は担体に可溶であるので、液体食品はいかなる摩砕も必要としなくなるが、
望むなら、そのような液体食品を、より低い温度で摩砕してもよい。半固体材料は、本質
的に均質な微粉化された状態を得るために、そのような低温摩砕を必要としてもしなくて
もよい。したがって例えば、プレーンヨーグルトがさらなる摩砕を必要としないのに対し
、フルーツまたはその他の固体成分を内部に有するヨーグルトは、本質的に均質な微粉化
された状態を得るために低温で摩砕されることが好ましい。
【００３２】
　当業者なら、「本質的に均質な微粉化された状態」で得られる粒度範囲を指定すること
は必要でなくまた確かに難しくなることを、理解するであろう。この方法による分析に適
したほとんどの食物サンプルは、十分な水分レベルを含有することになる。したがって、
液体窒素温度で摩砕した場合であっても（固形分は、そのような温度での脆性によって、
より容易に摩砕されることになる。）、粒子は、その含水量が原因で、周囲温度に戻ると
きに凝集する可能性がある。低温での摩砕で得ることが可能な均質性および微粉化された
状態は、少なくとも１つには、それによって本発明の方法の正確さおよび精度が可能にな
ったと思われる。したがってほとんどの場合、低温摩砕の使用は、均質な微粉化された混
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合物（特に、チョコレートチップクッキーやトレイルミックスなどの高い不均一度を有す
るサンプルと共に）を生成するのに最も適切な手段である。しかし、サンプルが物理的に
障害のあるデンプン（無傷のまたは部分的に無傷の細胞壁によって保護された形の消化酵
素など）を含有する場合、細胞構造の崩壊によって消化酵素に非常に接触しやすくなるデ
ンプンをもたらし、その結果、誤って高いＧＩ数をもたらす可能性があるので、粗い摩砕
または破砕から消化へと直接進めることがより適切であると考えられる。したがって、ポ
テトチップなどのサンプルは、低温で摩砕されないことが好ましい。ポテトチップが低温
で細かい粉末に摩砕された場合、得られる分析は、約７０～７５のＧＩ値をもたらす。ポ
テトチップが粗く摩砕されただけの場合は（ポテトチップは周囲温度で脆いので、容易に
行われる。）、得られる分析は、文献の値（非特許文献５）は、平均値を５４±３と報告
している。）により一致している約５５～６０のＧＩ値をもたらす。したがって当業者な
ら、サンプル調製技法は、デンプンの消化を遅くする可能性があるような天然構造の過剰
な崩壊をもたらすことなく、サンプルの不均一性を低減させた結果と理解するであろう。
【００３３】
　サンプルが、所望の均質な微粉化された状態になると、消化プロセスを模倣する酵素消
化がなされる。ペプシンは、タンパク質の加水分解が開始されるように添加することが好
ましい。次いで酵素の混合物を使用して、サンプル中に存在する炭水化物を消化し、それ
によって糖を生成し、サンプル中に存在し得る遊離糖および糖アルコールを可溶化する。
標準（モデル係数を最初に決定する場合、次いで方法全体のチェックとしての両方）およ
び未知の物質を決定する場合には、標準条件を使用することが重要である。これらの標準
条件は変えてもよいが、一旦選択したら、方法の較正中およびその後の未知のサンプルの
決定では、可能な限り厳密に維持すべきである。一般に、酵素の混合物は、炭水化物の本
質的にすべてを糖に転換しかつあらゆる遊離糖または糖アルコールをサンプル中に可溶化
するのに十分な量で、パンクレアチン、アミログルコシダーゼ（ＡＭＧ）、およびインベ
ルターゼを含有する。酵素混合物とのインキュベーションは、一般に、３７℃で２０分間
実施され；この場合もやはり、インキュベーションで使用される正確な温度および時間は
（酵素を作用させる限り）、較正プロセスおよび未知のサンプルの決定中に同じインキュ
ベーション温度および消化時間（即ち、消化用の固定時間）を使用する場合ほど重要では
ない。
【００３４】
　インキュベーションを所望の時間（即ち、標準時間２０分±１０秒）実施したら、酵素
反応を即座に停止させる。好ましくは、エタノールを添加して酵素反応を即座に停止させ
る。サンプルは、好ましくは次に濾過することによって存在し得るあらゆる沈降物または
粒子状物質を除去し、サンプルを収集する。インキュベーションの開始時からサンプルが
収集されるまで（即ち、酵素反応が停止した後）、一体的なまたは完全なサンプルを維持
することが重要である。即ち、この時間中に、サンプルの分離または分割は行われない（
酵素反応を停止させた後の濾過を除く。）。この操作中のサンプルの物理的一体性を維持
することによって、不均一混合物になり得るサンプリングに関連した誤差が回避される。
したがって、例えばＥｎｇｌｙｓｔ法は、２０分の消化後に一定分量を消化混合物から採
取した場合、有意なサンプリング誤差が導入される可能性があるが、それは、その時間で
は、混合物が一般に懸濁液の形をとるからである。本発明の方法は、そのような問題を回
避する。
【００３５】
　消化混合物から最終サンプルを得たら（好ましくは、残存するあらゆる固体材料を除去
するために濾過した後）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）または同様の定量方
法を使用して、糖および糖アルコール含量を測定する。好ましくは、高速イオンクロマト
グラフィー（ＨＰＩＣ）を使用するが、それはこの技法が一般に、糖、特にグルコースお
よびガラクトースの優れた分離を行うからであり、また同じ分離で糖および糖アルコール
（例えば、マルチトール）の両方の測定が可能になるからであり、さらに一般に、パルス
式電気化学検出の高度な選択性によって干渉し難い傾向があるからである。適切な装置お
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よび操作条件を、実施例１に示す。この場合もやはり、当業者なら理解されるように、特
定の装置および操作パラメータは、標準条件を決定し次いでその条件を始めから終わりま
で維持する場合ほど重要ではない。好ましくは、消化されたサンプル中のグルコースと、
フルクトース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチトールの群から選
択された少なくとも２種の糖または糖アルコールとの量を決定する。さらにより好ましく
は、消化されたサンプル中のグルコース、フルクトース、ガラクトース、ラクトース、ス
クロース、およびマルチトールの量が決定される。上述のように、追加の糖および糖アル
コールを、望むなら分析および較正ステップに含めることができる。
【００３６】
　さらに、試験食物サンプル用のタンパク質および脂肪含量を決定する。これらのパラメ
ータは、標準のおよび従来の分析技法を使用して決定することができ、かつ／または試験
食物サンプルの成分に基づいて計算することができる。グリセミック指数に関する予測値
の決定は、例えば多重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗法（ＰＬＳ）、またはニューラ
ルネット曲線当てはめ手順などの多変量解析を使用して実施される。ニューラルネット曲
線当てはめ手順は、実施例で生成されたデータに最良の当てはめをもたらすようであり、
したがって一般に好ましい（図４Ａの分布図参照）。消化混合物は、最終サンプル消化物
中のグルコース、フルクトース、ガラクトース、ラクトース、スクロース、およびマルチ
トール含量の定量値を生成するために、上述のＨＰＩＣ手順を介して分析される。これら
の値は、当初のサンプルの全タンパク質％および脂肪％と一緒になって、好ましくは適切
な統計ソフトウェアプログラム（例えば、ＪＭＰ統計ソフトウェア）に入力され、次いで
適切な予測もしくは相関式または予測技法に基づいて、当初のサンプルのＧＩ値を予測す
る。
【００３７】
　予測方程式または予測技法は、臨床またはインビボ　ＧＩ値が知られている較正セット
のデータから、導かれる。これを図２に示すが、破線の矢印は、予測方程式または予測技
法のパラメータの決定を示すのに使用される。このデータは、上述および実施例１と同じ
標準条件および手順を使用して決定される。実施例１で使用される較正セットは、食品と
、臨床ＧＩ値が知られている一連の純粋な標準物質とを含む。実施例１で使用される較正
標準は、１９から１００のＧＩ値範囲に及び、較正でのその他の食物サンプルとまったく
同じ手法で処理される。すべての較正サンプルおよび標準と、後のすべての未知のサンプ
ルは、同じ標準条件および手順を使用して分析すべきである。適切なソフトウェアを使用
して、臨床インビボ　ＧＩ値と予測変数との間の相関関係に最もよく当てはまる方程式ま
たはその他の関係を導き出すために、較正サンプルおよび標準からのデータを使用する。
好ましくは、多変量解析技法（例えば、ＭＬＲ、ＰＬＳ、またはニューラルネット）を使
用する。新たに利用可能な較正サンプルまたは標準からの別のインビボデータを、望むな
らモデルに組み込んで、方程式の予測変数または予測技法を更新し改善することができる
。
【００３８】
　本明細書に記述される方法は、好ましくは、上記にて列挙されたすべての糖と、較正で
のマルチトールを含む。しかし、生成されやすいサンプルが、成分の一部を含有していな
いことがわかった場合、これらのサンプルは、較正（例えば、マルチトール、ガラクトー
ス）の範囲外のままとなり得る。同様に、食品に関連した追加のパラメータまたは測定値
（例えば、有機酸含量およびβ－グルカン含量など）を含めることができる。消化された
サンプル中のスクロースの量は、インベルターゼが存在するあらゆるスクロースをグルコ
ースおよびフルクトースに転換すると予測されるので、典型的には本質的に０であること
がわかる。望むなら、スクロースの決定は、内部チェックとして使用することができる。
したがって、この方法を適正に実施する場合、スクロースのレベルは本質的に０であるべ
きであり；かなりの量のスクロースが検出された場合には、分析が疑わしく、サンプルを
繰り返すべきである。当然ながら、有効内部標準としてスクロースを使用するこの方法は
、この方法のために選択された標準条件およびパラメータが確かに消化されたサンプル中
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にスクロースを本質的にもたらさない場合のみ、使用されるべきである。サンプルが、イ
ンベルターゼ活性を阻害し得る任意の物質を含有する場合、残存するスクロースを定量す
る能力は、その阻害作用をインビトロ　ＧＩ値の計算で考慮に入れるに較正データセット
を開発するのに役立てることができる。
【００３９】
　以下の実施例は、本発明を例示するものであり、本発明を限定するものではない。他に
指示しない限り、すべてのパーセンテージおよび比は、重量によるものである。本明細書
に引用されるすべての文献を、参照により本明細書に組み込む。
【実施例１】
【００４０】
　この実施例は、方法の較正および未知のサンプルの決定の両方に関して本発明のインビ
トログリセミック指数決定を実施するための、詳細な分析プロトコルを提供する。特定の
装置、試薬、および／または特定の手順および操作パラメータが提示されるすべての場合
において、同等な装置、試薬、および／または特定の手順および操作パラメータを使用で
きることが理解されよう。
【００４１】
　装置：
　１．温度制御式振盪水浴（約１７５ストローク／分が可能）；
　２．ボルテックスミキサ；
　３．化学天秤（±０．０００１ｇまで正確）；
　４．容量フラスコ、クラスＡ、１００ｍｌ、１０００ｍｌ；
　５．ピペット、クラスＡ、１ｍｌ、２ｍｌ、５ｍｌ、６ｍｌ、１０ｍｌ；
　６．ガラスボール、６ｍｍ（Ｆｉｓｃｈｅｒ＃１１－３１２－Ｄまたは同等物）
　７．スクリュキャップを備えたガラスサンプルバイアル（４０ｍｌ）（ＶＷＲ＃６６０
１４－３８９または同等物）；
　８．スクリュキャップを備えたプラスチック遠心管（５０ｍｌ）（ＶＷＲ＃２１００８
－７３０または同等物）；
　９．遠心分離機；
　１０．Ｓｐｅｘ　ＣｅｒｔｉＰｒｅｐ　６８５０フリーザミルまたは同等物；
　１１．１Ｑｔ．広口Ｍａｓｏｎジャー；
　１２．濾過漏斗；
　１３．Ｗｈａｔｍａｎ＃４高速濾紙、１２．５ｃｍの円、または同等物；
　１４．リングスタンド；
　１５．Ａｎｏｔｏｐ　１０　Ｐｌｕｓ　０．２ミクロン　１０ｍｍ直径シリンジフィル
タ；
　１６．ＨＰＩＣ装置、および以下の「ＨＰＩＣ手順」という標題のセクションに列挙さ
れる試薬；および
　１７．ＪＭＰ統計ソフトウェア、バージョン５．１、ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、ま
たは同等物。
【００４２】
　試薬：
　１．０．５Ｎ塩酸（ＨＣｌ）（ＶＷＲ＃ＶＷ３２０１－０）；
　２．酢酸ナトリウム（ＮａＡｃ）（Ａｃｒｏｓ＃４２４２５－５０００）；
　３．エチルアルコールＵＳＰ、１９０プルーフ－９５％（９５％ＥｔＯＨ）（Ａａｐｅ
ｒ　Ａｌｃｏｈｏｌ　＆　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）；
　４．パン酵母のインベルターゼ、２１５Ｕ／ｍｇ固体（Ｓｉｇｍａ＃１－９２７４）；
　５．アミログルコシダーゼ（ＡＭＧ）、３００Ｕ／ｍｌ（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ＃＄ＡＮ
Ｇ３００Ｌ）（注記：０～２５℃で保存し、配達日から３カ月以内に使用すべきである。
）；
　６．ブタ胃粘膜からのペプシン、４３９Ｕ／ｍｇ固体（Ｓｉｇｍａ＃Ｐ－７０００）
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　７．グアーガム（Ｓｉｇｍａ＃Ｇ４１２９－２５０Ｇ）；
　８．ブタ膵臓からのパンクレアチン（Ｓｉｇｍａ＃Ｐ－７５４５）；
　９．脱イオン水（Ｈ2Ｏ）；および
　１０．液体窒素；および
　１１．無水グルコース、フルクトース、スクロース、ラクトース、ガラクトース、およ
びマルチトールの純粋な標準（最小９９％純度、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ、または同等物；使用しないときはデシケータ内で保存すべきである。）。
【００４３】
　溶液：
　１．０．０５Ｎ　ＨＣｌ溶液（脱イオン水で、１００ｍｌの０．５Ｎ　ＨＣｌを１００
０ｍｌに希釈する。）；
　２．ペプシン／グアーガム溶液（２１９５Ｕ／ｍｌペプシンおよび０．５％グアーガム
（Ｗ／Ｖ）、０．０５Ｎ　ＨＣｌ中）－０．５ｇのペプシンおよび０．５ｇのグアーガム
を１００ｍｌの０．０５Ｎ　ＨＣｌに溶解する；
　３．インベルターゼ原液（５１０．７Ｕ／ｍｌ、Ｈ２Ｏ中）－１００ｍｇのインベルタ
ーゼを４２．１０ｍｌのＨ2Ｏに溶解する；
　４．０．５Ｍ酢酸ナトリウム溶液（Ｈ2Ｏ中０．５Ｍ　ＮａＡｃ）－４．１０ｇの酢酸
ナトリウムを１００ｍｌのＨ2Ｏに溶解する；
　５．６６％エチルアルコール溶液（６６％ＥｔＯＨ）（Ｖ／Ｖ）－３４７ｍｌのメチル
アルコールを、１クォートのメーソンジャー内で１５３ｍｌの脱イオン水と混合し、キャ
ップする；これは、１つのサンプルに十分な溶液である；および
　６．酵素溶液（１つのサンプルの処方－１３６ｍｇ／ｍｌパンクレアチン、１３．４Ｕ
／ｍｌ　ＡＭＧおよび２５．４３Ｕ／ｍｌインベルターゼ）；
　　ｉ．１．０ｇのパンクレアチンを５０ｍｌの遠心管に計量する；
　　ｉｉ．６．６７ｍｌ　Ｈ2Ｏを添加し、１０分間ボルテックス混合して完全に溶解す
る（多数のサンプルに使用される溶液を調製する場合には、攪拌棒またはガラスボールが
必要となる場合がある。）；
　　ｉｉｉ．２０００ｒｐｍで１０分間遠心分離する；および
　　ｉｖ．各試験サンプルごとに、６ｍｌの上澄みを別の５０ｍｌの遠心管に移し、２９
６μｌのＡＭＧおよび３３０μｌのインベルターゼ原液を添加する。
【００４４】
　固体サンプルのサンプル調製：
【００４５】
　１．サンプルを、Ｗａｒｉｎｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙミクロナイザ内に置き、サンプ
ルが十分混合するまで摩砕する（一般に、３０から６０秒で十分である。）。
【００４６】
　２．次いでミクロナイザからの３オンス／１００ｇサブサンプルを、Ｓｐｅｘ　Ｃｅｒ
ｔｉＰｒｅｐ　６８５０フリーザ／ミル内で低温摩砕する。Ｓｐｅｘ　ＣｅｒｔｔｉＰｒ
ｅｐ　６８５０フリーザ／ミルは、液体窒素によって冷却された衝撃摩砕機である。冷却
によって脆くなったサンプルを、バイアルのエンドプラグに対して衝撃部材を打ち付ける
ことによって粉砕する。サンプルは、摩砕バイアル（＃６８０１）の高さの約３分の１か
ら約２分の１の間を占めるべきである。
【００４７】
　３．６８５０フリーザ／ミルは、そのキーボードを使用してプログラムすることができ
る。制御モードおよび条件：サイクル１－摩砕時間１．５分；速度（衝撃頻度）秒当たり
１０サイクル；および予備冷却時間４分（即ち、摩砕開始前の時間）。
【００４８】
　４．摩砕サイクルの終わりに、バイアルの中身を適切な容器に空けて、キャップする。
【００４９】
　消化手順：



(17) JP 5272003 B2 2013.8.28

10

20

30

40

50

【００５０】
　１．５０ｇの利用可能な炭水化物（利用可能炭水化物＝全炭水化物から繊維を差し引き
、さらにマルチトール以外に糖アルコールを差し引いたもの）と同等なサンプルの量を、
４０ｍｌのガラススクリューキャップバイアルに計量し、５ｍｌのＨ2Ｏ、１０ｍｌの新
たに調製されたペプシン／グアーガム溶液、および５個のガラスボールを添加する。水０
．５ｇからなるサンプルブランクも、サンプルの各バッチと共に実験にかける。
【００５１】
　２．キャップされたバイアルを激しくボルテックス混合し、３７℃の振盪水浴（１７５
ストローク／分）内に水平に置き；３０分間振盪させて、ペプシンによりタンパク質を加
水分解させる。
【００５２】
　３．５．０ｍｌの０．５Ｍ　ＮａＡｃ（３７℃に平衡）をバイアルに添加する。
【００５３】
　４．混合し、次いで５ｍｌの酵素溶液を添加する。反転させることにより混合する。こ
の消化混合物のｐＨは、約５であるべきである。
【００５４】
　５．すぐに、当初のサンプルを３７℃の振盪水浴内に水平に置いて、酵素反応を継続さ
せる。２０分間振盪させる。サンプルバイアルを、２０分（±１０秒）後に振盪機から外
す。
【００５５】
　６．すぐにバイアルの中身を、５００ｍｌの６６％ＥｔＯＨが入っているメーソンジャ
ーに注いで、反応を停止させる。バイアルを、メーソンジャーからの数滴のＥｔＯＨ溶液
で濯ぎ、このメーソンジャーをキャップし、次いで反転させることによって１回混合する
。すぐに、高速濾紙を通してメーソンジャーの中身の一部を４０ｍｌのスクリュキャップ
バイアルに濾過し、キャップし、ＨＰＩＣ分析に向けて蓄える。
【００５６】
　次いで消化されたサンプルを、以下に詳述するＨＰＩＣによって、糖および糖アルコー
ル含量に関して分析する：
【００５７】
　１．装置－：
　高速性能ポンプ；
　液体クロマトグラフィーモジュール；
　パルス式電気化学検出器；
　溶離剤脱気モジュール；および
　Ｄｉｏｎｅｘ　Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎクロマトグラフィーワークステーション
　からなるＤｉｏｎｅｘクロマトグラフィーシステム。
【００５８】
　２．試薬および標準
　脱イオン水、１８ＭΩ－ｃｍ抵抗；
　水酸化ナトリウム溶液、５０％ｗ／ｗ、低カーボネート；および
　ガラクトース、グルコース、フルクトース、スクロース、ラクトース、およびマルチト
ールの純粋標準。
【００５９】
　３．条件：
　カラム：ＣａｒｂｏＰａｃＴＭ　ＰＡ１分析（４×２５０ｍｍ）およびＡｍｉｎｏＴｒ
ａｐガード（４×５０ｍｍ）カラム；
　操作条件：圧力：１２００～１５００ｐｓｉ；注入体積；１０μＬ；
　溶離剤：２１ｍＭ水酸化ナトリウム（各カラムで最良の分離が実現するように調節する
ことができる；注記：ＣａｒｂｏＰａｃ　ＰＡ１は、カラム面にカーボネートが蓄積され
ないように、各操作ごとに２００ｍＭ　ＮａＯＨで洗浄すべきである。）；
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　流量：１ｍＬ／分；および
　検出：パルス式電流測定、使い捨て可能な金の作用電極、よび標準炭水化物設定。
【００６０】
　４．溶液の調製：
　ａ）溶離剤：ＮａＯＨ溶液（５０％ｗ／ｗ、低カーボネート）１．６７２５ｇを脱イオ
ン水１．０Ｌ（１８ＭΩ－ｃｍ抵抗）に希釈する；
　ｂ）カラム洗浄溶液：２００ｍＭ　ＮａＯＨ：ＮａＯＨ溶液（５０％ｗ／ｗ、低カーボ
ネート）１６ｇを脱イオン水（１８ＭΩ－ｃｍ抵抗）１．０Ｌに希釈する。
【００６１】
　５．標準の調製：
　約６種の標準（即ち、ガラクトース、グルコース、フルクトース、スクロース、ラクト
ース、およびマルチトールの純粋な標準）のそれぞれの約０．１０００ｇｍを、１００ｍ
ｌ容量フラスコに正確に計量して、１０００ｐｐｍの混合標準を脱イオン水（１８ＭΩ－
ｃｍ抵抗）で作製する。この溶液を希釈して、以下の作用標準を生成する：
　ａ）１ｍｌを、６６ｍｌのエチルアルコール（１９５プルーフ）を含む１０００ｍｌに
希釈して、１ｐｐｍ標準を作製する；
　ｂ）２ｍｌを、６．６ｍｌのエチルアルコール（１９５プルーフ）を含む１００ｍｌに
希釈して、２０ｐｐｍ標準を作製する；
　ｃ）５ｍｌを、６．６ｍｌのエチルアルコール（１９５プルーフ）を含む１００ｍｌに
希釈して、５０ｐｐｍ標準を作製する；および
　ｄ）１０ｍｌを、６．６ｍｌのエチルアルコール（１９５プルーフ）を含む１００ｍｌ
に希釈して、１００ｐｐｍ標準を作製する。
【００６２】
　６．サンプルの調製および注入：
　消化手順からの最終的な消化溶液を、脱イオン水で１：１０に希釈し、次いで０．２ミ
クロンのＡｎｏｔｏｐ　１０　Ｐｌｕｓシリンジフィルタに通してオートサンプラバイア
ルに濾過する。次いで溶液（１０μｌ）のサンプルを、クロマトグラフに注入する。
【００６３】
　７．クロマトグラフィー勾配条件：
【００６４】
【表１】

【００６５】
　８．電気化学的検出器パラメータ：Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極と共にプリロード波形を使
用：
【００６６】
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【表２】

【００６７】
　カラム貯留溶液：２１ｍＭ水酸化ナトリウム（ＮａＯＨ）
【００６８】
　９．糖およびマルチトールの定量的決定：
【００６９】
　混合標準１、２０、５０、および１００ｐｐｍをＨＰＩＣに注入し、クロマトグラフィ
ーシステムに適したソフトウェアを使用して較正曲線を構成する。サンプル中の分析物の
１種または複数の濃度が最高標準の濃度を超えた場合、較正曲線は、最も濃縮したサンプ
ル中に見られるよりも高い濃度を有する標準を含むように拡張すべきである。次いでサン
プルブランクまたは試験サンプルをＨＰＩＣに注入し、ガラクトース、グルコース、フル
クトース、スクロース、ラクトース、およびマルチトールの濃度を、ピーク面積を使用し
て較正曲線から計算する。較正曲線からの濃度に１０を掛けて、上記ステップ６のサンプ
ルおよびサンプルブランクの１０倍希釈を形成し、最終的な消化物中の各分析物の％に関
して報告する。
【００７０】
　サンプルブランク中の各分析物の濃度の値（％）を、各サンプル中の各分析物の濃度の
値から差し引いて、ブランク補正サンプル濃度値（％）にする。
【００７１】
　混合標準（パネルＡ）と典型的な未知のまたは試験サンプル（パネルＢ）とのクロマト
グラムの例を、図３に示す。
【００７２】
　計算：
【００７３】
　グリセミック指数の予測値の決定は、多重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗法（ＰＬ
Ｓ）、またはニューラルネット曲線当てはめ手順を介して実現される。消化混合は、最終
的なサンプル消化物中のグルコース、フルクトース、ガラクトース、ラクトース、スクロ
ース、およびマルチトール含量のブランク補正定量値を生成するために、上記ＨＰＩＣ手
順を介して分析される。これらの値は、成分値からの分析または計算によって決定された
当初サンプルの全タンパク質％および脂肪％と共に、ＪＭＰ統計ソフトウェアスプレッド
シートに入力され、次いで、使用される特定の曲線当てはめ技法に適切な予測方程式また
は予測技法に基づいて当初サンプルのＧＩ値を予測する。
【００７４】
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　予測方程式予測技法は、臨床インビボ　ＧＩ値がわかっている較正セットに関するデー
タから導かれる。較正セットは、食品、および臨床ＧＩ値がわかっている一連の純粋標準
を含む。実施例２の方法を較正するのに使用されるこれらの標準は、１９から１００のＧ
Ｉ値範囲に及び、較正のその他の食物サンプルと厳密に同じ手法で処理される。これらの
サンプルを分析した後、追加のサンプルおよび／または標準を較正セットに加え、インビ
ボ　ＧＩ値がこれらのサンプルおよび／または標準に関してわかっている場合には、モデ
ルパラメータを再計算することができ；そのような付加は、較正セットを、ＧＩを決定す
ることができる食物サンプルの集合のより広範な典型例とすることによって、較正を強化
すべきである。このように、予測方程式または予測技法は、新たに利用可能なまたは改善
されたインビボデータを含むように更新することができる。すべての較正サンプルおよび
標準は、上述の手順を介して事前に分析し、次いで、ＭＬＲ、ＰＬＳ、またはニューラル
ネット法を使用して、臨床ＧＩ値と予測変数との間の関係に最もよく当てはまるデータに
方程式を当てはめるため、ＪＭＰ統計ソフトウェアを使用した。
【００７５】
　本明細書に記述される方法は、較正でのすべての糖およびマルチトールを含む。しかし
、生成されやすいサンプルが成分のいくつかを含有しないことがわかっている場合には、
これらのサンプルは、較正の外に置くことができる（例えば、マルチトース、ガラクトー
ス）。消化されたサンプル中のスクロースの量は、存在するあらゆるスクロースをグルコ
ースおよびフルクトースに変換するインベルターゼの作用により、典型的には本質的に０
であることがわかっている。しかし、サンプルがインベルターゼ活性阻害剤を含有する場
合には、阻害作用がインビトロ　ＧＩ値の計算で考慮される較正方程式の開発に、スクロ
ースレベルを含む能力を役立てることができる。マルチトールは、食品に通常見られるレ
ベルの血糖濃度に対して、目に見える効果を発揮することが科学文献に示されている唯一
の糖のアルコールである。適切なカラムを用いるＨＰＩＣは、より多くの糖および糖アル
コール（マルチトールだけではない）を測定することが可能であるので、そのように望む
なら、より多くの糖および糖アルコールを分析および較正ステップに含めることができる
。
【００７６】
　未知のサンプルは、サンプル中のタンパク質％、サンプル中の脂肪％、および消化物中
のグルコース％、消化物中のフルクトース％、消化物中のラクトース％、消化物中のスク
ロース％、消化物中のガラクトース％、および消化物中のマルチトール％のブランク補正
濃度値を、後で自動的にＧＩ値を予測する適切な統計ソフトウェアパッケージ（例えば、
ＪＭＰ統計ソフトウェア）に入力することによって、予測される。
【実施例２】
【００７７】
　多数の市販の食品およびその他の食物サンプルを、インビボおよびインビトロ試験プロ
トコルの両方を使用して試験した。ほとんど（合計で３４のうち２５）のインビボグリセ
ミック指数値は、そのような試験を経験した周知の十分に尊重されている私的試験室によ
って実施された、インビボ試験を使用して決定され；そのようなインビボグリセミック指
数値の残りは、科学文献から得た。これらの同じサンプルも、実施例１に記述される本発
明のインビトロ法を使用して試験をした。次いでこれらのデータを使用することにより、
ＪＭＰ統計ソフトウェアで利用可能なＭＬＲ、ＰＬＳ、およびニューラルネット法を使用
して本明細書に記述されるインビトログリセミック指数試験のモデルパラメータを計算し
た。
【００７８】
　親出願の出願後、ペプシン／グアーガム溶液の調製に使用されるＨＣｌ溶液は、所望の
０．０５Ｎではなく０．５Ｎであることを発見した。ペプシン／グアーガム溶液は酵素消
化溶液の調製に使用されるので、酵素消化中のｐＨは、所望の約５ではなく約１．１であ
った。このより低いｐＨ値は、酵素消化反応に最適ではない。このように、ｐＨが低すぎ
るので、サンプル中の脂肪およびタンパク質レベルに対して種々のレベルの様々な糖が放
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出された。しかし、すべてのサンプルを同じ手法で処理したので（即ち、消化中は同じｐ
Ｈ）、予測されるグリセミック指数値の相対的な値は有効なままである。当然ながら、こ
のデータ集合から導かれたモデルパラメータおよび／または係数は、酵素消化中のより低
いｐＨが新たな未知のサンプルにも使用される場合にのみ使用することが適していると考
えられる。以下の実施例３および４は、適正なＨＣｌ溶液を使用して実施され；したがっ
て酵素消化反応は、より最適なｐＨ条件下で実施された。
【００７９】
　以下のモデルパラメータは、ＭＬＲ法を使用して得た：
【００８０】
【表３】

【００８１】
　したがって、ＭＬＲ法を使用してインビトログリセミック指数を推定するのに使用され
る方程式は：
　ＧＩ＝６３．０８０２１４－０．９７４３１３タンパク質（％）－０．６７４４２脂肪
（％）＋３６７．９７４７８グルコース（％）－４５２．５３４１フルクトース（％）－
１９１．８１３８ラクトース（％）－４３７．３６１５ガラクトース（％）－２９８．０
１０２マルチトール（％）
　になる。
　このモデルに関連する統計的パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要：
【００８２】

【表４】
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　分散の分析：
【００８４】
【表５】

【００８５】
　以下のモデルパラメータは、５個の潜在的変数を用いたＰＬＳ法を使用して得た：
【００８６】

【表６】

【００８７】
　したがって、ＰＬＳ法を使用してインビトログリセミック指数を推定するのに使用した
方程式は：
　ＧＩ＝６２．７４５００５－０．９８６００４タンパク質（％）－０．６７０９９３脂
肪（％）＋３６９．９１８３３グルコース（％）－４４６．４４６８フルクトース（％）
－１９５．０７ラクトース（％）－４２５．７４８９ガラクトース（％）－２９１．９７
７９マルチトール（％）
　になる。
　このモデルに関連する統計的パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要：
【００８８】
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【表７】

【００８９】
　以下のモデルパラメータの重みは、ニューラルネット法を使用して得た：
【００９０】
【表８】

【００９１】
　ニューラルネット法は、単純な予測方程式をもたらさない。むしろ、この方法は、一連
のパラメータの重み、およびネットワークトポロジーであって、適切なソフトウェアプロ
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グラム（この場合は、ＪＭＰ統計ソフトウェア）を使用して予測される結果を得るのに後
で使用することができるものを提供する。この方法を使用して得られた当てはめを、図５
Ａに図式的に例示する。このモデルに関連するパラメータは、下記の通りである：
【００９２】
【表９】

【００９３】
　結果
【００９４】
【表１０】

【００９５】
　次いで得られたモデルパラメータを使用することにより、データ当てはめ法のそれぞれ
を使用してインビトログリセミック指数値を計算した。以下の市販の製品から得た結果を
使用して、補正パラメータを計算した。データ当てはめ法のそれぞれを使用して決定され
た、結果的に得られたインビトログリセミック指数値を、インビボグリセミック指数値と
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【００９６】
【表１１】

【００９７】
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【表１２】

【００９８】
　曲線当てはめ手順としてニューラルネットを使用して得られたこのデータの分散図を、
図４Ａに示す。０．９７というＲ2値が、この方法を使用して得られる。インビトロ法の
標準偏差（合計で３４個のサンプルに関する２回ずつの測定を基にする。）は、±１．０
８ＧＩ単位または±２．３３相対％であった。したがってこの方法は、非常に高い精度を
および高い予測値を有するように見える。
【実施例３】
【００９９】
　原出願の出願後、研究を継続し、追加のデータポイントを付加し、ある修正を方法に加
えて、さらにより正確で精密なインビトロ法を提供した。上記実施例２で述べたように、
実施例２の酵素消化ステップ中のｐＨは、低すぎた。酵素消化ステップでの適正なｐＨ値
は、約５であるべきであり；そのような修正以外は、サンプルを実施例２と同じ手法で処
理した。したがって、実施例２で使用したサンプルのうち３１個を戻して、より最適な酵
素消化ｐＨでデータを得た。さらに、３４個の新しいサンプルを、実施例２から戻したサ
ンプルに加えて、サンプルの総数を６５にした。このインビトロ法（この一部継続出願日
時点で最新である。）は、より最適なｐＨ値で酵素消化されたサンプルに基づいており、
かつ本明細書に示されている。当然ながら、当業者に理解されるように、この方法の正確
さおよび精度も、較正サンプルおよび／または標準の追加のインビボデータが利用可能に
なるにつれて、かつ較正手順中のインビトロモデルに組み込まれるにつれて、さらになお
高めやすくなる。
【０１００】
　以下のモデルパラメータは、ＭＬＲ法を使用して得た。
【０１０１】



(27) JP 5272003 B2 2013.8.28

10

20

30

40

50

【表１３】

【０１０２】
　このように、ＭＬＲ法および拡張データ集合を使用してインビトログリセミック指数を
推定するのに使用される方程式は：
　ＧＩ＝２６．７７９６８６－０．９６７２５１タンパク質（％）－０．３８５７１５脂
肪（％）＋６１１．６００１３グルコース（％）＋３０１．９５０１４ラクトース（％）
＋１６９．０３３８３マルチトール（％）－１８．１６０６２［グルコース（％）－０．
０５７１８］×［タンパク質（％）－８．２４９６７］
　になる。
　このモデルに関連する統計パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要：
【０１０３】

【表１４】

【０１０４】
　分散の分析
【０１０５】
【表１５】
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　以下のモデルパラメータは、５個の潜在的変数を用いたＰＬＳ法を使用して得た。
【０１０７】
【表１６】

【０１０８】
　したがって、ＰＬＳ法を使用してインビトログリセミック指数を推定するのに使用され
る方程式は、
　ＧＩ＝２６．２６４５２９－１．０４８１８６タンパク質（％）－０．２４８１３８脂
肪（％）＋６２１．７８２４グルコース（％）－５２．７９９３フルクトース（％）＋２
３３．６７６７９ラクトース（％）－６１．２１０７１ガラクトース（％）＋８４．６８
９２４５マルチトール（％）
　になる。
　このモデルに関連する統計パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要：
【０１０９】
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【表１７】

【０１１０】
　以下のモデルパラメータの重みは、ニューラルネット法を使用して得た：
【０１１１】
【表１８】

【０１１２】
　実施例２で述べたように、ニューラルネット法は、単純な予測方程式をもたらさない。
むしろこの方法は、一連のパラメータの重み、およびネットワークトポロジーであって、
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後で適切なソフトウェアプログラム（この場合、ＪＭＰ統計ソフトウェア）を使用して予
測結果を得るのに使用することができるものを提供する。この方法を使用して得られた当
てはめを、図４Ａに図式的に示す。このモデルに関連したパラメータは、下記の通りであ
った：
【０１１３】
【表１９】

【０１１４】
　結果：
【０１１５】
【表２０】

【０１１６】
　次いで得られたモデルパラメータを使用することにより、実施例２のようなデータ当て
はめ法のそれぞれを使用してインビトログリセミック指数値を計算することができる。実
施例２の場合より約３３種多い以下の製品から得た結果を使用して、各モデルごとの相関
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パラメータを計算した。拡張データ集合を用いるデータ当てはめモデルまたは方法のそれ
ぞれを使用して決定された、結果的に得られるインビトログリセミック指数値を、インビ
ボグリセミック指数値と比較する：
【０１１７】
【表２１】

【０１１８】
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【表２２】

【０１１９】
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【表２３】

【０１２０】
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【表２４】

【０１２１】
　ＭＬＲ曲線当てはめ手順を使用して得られたこのデータの分布図を、図５Ａに示す。０
．９４のＲ2値は、この方法を使用して得られる。インビトロ法に関する標準偏差（合計
で６５個のサンプルの２回ずつの測定に基づく。）は、±４ＧＩ単位または±６相対％で
あった。したがってこの方法は、非常に高い精度および高い予測値を有するように見える
。
【０１２２】
　次いでインビトロ法は、サンプルの調製および分析に関して本明細書に記述される方法
を単に実施し、かつデータおよび較正データから決定された所望の予測方程式を使用する
ことによって、未知の食品または食物成分に関するインビトロ　ＧＩ値を計算するのに使
用することができる。当然ながら、実施例２および３の比較によって実証されるように、
較正結果および予測方程式データは、較正データ集合および未知のサンプルが分析される
実際の条件（特に、酵素消化ステップに関して）に依存することになる。しかし、同じ手
順をすべてのサンプルに使用する限り、分析手順の変化は、予測方程式が広く異なる場合
であっても本発明の予測能力に著しい影響を及ぼさないと考えられる。これは、このイン
ビトロ法の堅牢性を実証していると、本発明者らは考える。較正データ集合のサイズは、
そのサンプルの数および／または使用されるインビボ　ＧＩ値の正確さが増すにつれ、こ
の方法の正確さおよび精度が増すと予測される。
【０１２３】
　上述のように、Ｇａｒｓｅｔｔｉらは、インビトロ　Ｅｎｇｌｙｓｔ法に関してＲ2値
が０．２５の分布図を提供し、したがってこの方法は、予測値がほとんどないことを示し
ている。さらに比較する目的で、実施例２および３からのデータに関してＥｎｇｌｙｓｔ
法を使用した計算技法を使用して得られる（即ち、２０分の消化後のグルコース放出にの
み基づく）、素早く入手可能なグルコース（２０分／１００ｇ食物で放出されるグルコー
スのｇ数として表されるＲＡＧ）を、非特許文献１（図４Ｂ）および非特許文献２（図４
Ｃ）参照）に記述されるようなインビトロ　Ｅｎｇｌｙｓｔ法（即ち、２０分後のグルコ
ース放出のみ使用）に記述される計算およびパラメータを使用して、それぞれインビボ　
ＧＩ値に相関させた。そのような分布図を、実施例２のデータを使用して図４Ｂおよび４
Ｃに、実施例４のデータを使用して図５Ｂおよび５Ｃに示す。図４Ｂおよび５Ｂでは、イ
ンビボ　ＧＩを、実施例２および実施例３のデータに関するＲＡＧ／（入手可能な炭水化
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物％）に対してそれぞれプロットし；図４Ｃおよび５Ｃでは、インビボ　ＧＩを、実施例
２および実施例３のデータに関するＲＡＧに対してそれぞれプロットする。そのような計
算を、実施例２のデ－タを使用して実施した場合、Ｅｎｇｌｙｓｔらの方法のＲ2値は、
図４Ｂおよび４Ｃにおいてそれぞれ約０．４１および約０．６８まで増加し；実施例３の
データを使用すると、Ｅｎｇｌｙｓｔらの方法のＲ2値は、図５Ｂおよび５Ｃにおいてそ
れぞれ約０．５６および約０．５８に増加した。これらは、Ｇａｒｓｅｔｔｉらの分布図
に比べて改善されたことを示しているが、この方法の予測値は、依然として不十分である
。
【０１２４】
　本発明者らは、本発明の方法では約０．９４から約０．９７のＲ2値（使用される特定
の曲線当てはめ法と、データが作成される条件とに依存する。）によって実証されたよう
に、初めて、広く様々な食品および／または食物成分に関するグリセミック指数値を正確
におよび精密に決定するのに使用することができるインビトロ法が提供されたと考える。
この方法は、現在推奨されているような非常に時間がかかりかつ費用もかかるヒト対象の
インビボ試験の正確さに関して遜色がない、正確なグリセミック指数値を、容易に、素早
く、かつ費用をかけずに得るのに使用することができる。さらに、この方法の正確さおよ
び精度は、較正サンプルおよび／または標準に関する追加のインビボデータが利用可能に
なるにつれ、かつ較正手順中にインビトロモデルに組み込まれるにつれ、さらになお増大
する傾向がある。当技術分野におけるこの進歩は、人間の栄養におけるグリセミック指数
および関連する値（例えば、グリセミック指数と、食物によって提供された炭水化物の量
（単位；ｇ）とを掛け合わせ、かつその総量を１００で割ることによって決定されたグリ
セミック負荷値）の有用性を増大させるべきである。
【実施例４】
【０１２５】
　実施例２で使用したサンプル（酵素反応ステップでは、最適にまで至らないｐＨ値を使
用する。）を、より最適なｐＨ値を使用する実施例３に戻した。戻された実施例２のデー
タ集合のみ（即ち、実施例３で付加された追加のサンプルを除く。）に関する実施例３の
データを使用して、様々な曲線当てはめパラメータの新しい集合を作成した。この実施例
－実施例２の３４個のサンプルのうち、３１個のサンプルに基づく－は、より最適なｐＨ
値で実験をしたサンプルを用いた実施例２のインビトロ分析を効果的に示す。これにより
、各データ集合のサンプル数のみ変化する、実施例２および実施例３からの相関係数また
はパラメータの、より直接的な比較が可能になる。
【０１２６】
　この修正データ集合に関する以下のモデルパラメータは、ＭＬＲ法を使用して得た：
【０１２７】
【表２５】

【０１２８】
　したがって、ＭＬＲ法を使用したインビトログリセミック指数を推定するのに使用され
る方程式：
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　ＧＩ＝３０．５０２７９６－０．７８７６３９タンパク質（％）－０．５１５６４９脂
肪（％）＋５７３．０３５２５グルコース（％）＋２７５．６１２４６ラクトース（％）
＋１４７．６２３８６マルチトール（％）－２０．３９９６６［グルコース（％）－０．
０５０９１］×［タンパク質（％）－１０．０４２９］。
　このモデルに関連する統計パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要
【０１２９】
【表２６】

【０１３０】
　分散の分析：
【０１３１】
【表２７】

【０１３２】
　以下のモデルパラメータは、５個の潜在的変数を用いるＰＬＳ法を使用して得た：
【０１３３】
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【表２８】

【０１３４】
　したがって、ＰＬＳ法を使用してインビトログリセミック指数を推定するのに使用され
る方程式は、：
　ＧＩ＝４８．４４３９９９－１．００３７６３タンパク質（％）－０．４９２９１５脂
肪（％）＋４４３．６０７２１グルコース（％）－２６５．４３８３フルクトース（％）
－３３．７８５１６ラクトース（％）－２７７．１６７１ガラクトース（％）－１４２．
２７７３マルチトール（％）
　になる。
　このモデルに関連する統計パラメータは、下記の通りである：
　当てはめの概要
【０１３５】
【表２９】

【０１３６】
　以下のモデルパラメータの重みは、ニューラルネット法を使用して得た：



(38) JP 5272003 B2 2013.8.28

10

20

30

【０１３７】
【表３０】

【０１３８】
　実施例２および３に示されるように、ニューラルネット法は、単純な予測方程式を提供
しない。むしろこの方法は、一連のパラメータの重みおよびネットワークトポロジーであ
って、適切なソフトウェアプログラム（この場合は、ＪＭＰ統計ソフトウェア）を使用し
て予測結果を得るのに後で使用することができるものを提供する。このモデルに関連する
パラメータは、下記の通りである：
【０１３９】
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【表３１】

【０１４０】
　結果
【０１４１】
【表３２】

【０１４２】
　次いで得られたモデルパラメータは、データ当てはめ法のそれぞれを使用してインビト
ログリセミック指数値を計算するのに使用した。以下の市販の製品の結果を使用して、相
関パラメータを計算した。データ当てはめ法のそれぞれを使用して決定された、結果的に
得られるインビトログリセミック指数値を、インビボグリセミック指数値と比較する：
【０１４３】
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【表３３】

【０１４４】
【表３４】

【０１４５】
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　ニューラルネット曲線当てはめ手順を使用して得られたこのデータの分布図を、図６に
示す。Ｒ2値０．９６は、この方法を使用して得られる。したがってこの場合も、この方
法が非常に高い精度および高い予測値を有するように見える。異なるサンプル数に基づく
がすべて同様の条件下で実験がなされる実施例３および４の結果は、一致する。
【０１４６】
　これらの実施例（特に、実施例３および実施例４）で実証されるように、サンプル数が
増加するにつれ、様々な曲線当てはめ手順で使用される様々な係数およびその他のパラメ
ータの値は、データ集合に対する最良の当てはめが実現されるように絞り込まれると予測
される。データ集合に付加された追加のサンプルは、食品の多様性を増大させ、かつ食品
のより大きな集団をよりよく表すことが、予測される。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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