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【研究要旨】 

[緒言] 近年、麻薬であるフェンタニル類似体が危険ドラッグとして海外で流通しており、我が国でも

すでに 30 種類以上が規制対象となっている。依然、新規なフェンタニル類似体は合成、流通してお

り、それらの流通や乱用を防ぐための正確な検出方法の確立が求められている。しかしながら、その

位置異性体は製品中における識別や摂取証明が困難である。そこで、本年度は、フェンタニル類似化

合物である Fluorofranylfentanyl (FFF)を用い、その位置異性体の測定方法の確立と in vitro 代謝実験を

実施した。 

[ 結果 ] 位置異性体である o-fluorofuranylfentanyl (o-FFF) 、 p-fluorofuranylfentanyl (p-FFF) 、 p-

fluorofuranylfentanyl (m-FFF) をフェンタニル類似体のモデル化合物とし使用した。その結果、FFF 位

置異性体の識別は LC-MS/MS では各種カラムを使用しても困難であったが、GC-MS では 3 種の位置

異性体が識別可能であることが明らかになった。ヒト肝ミクロソームに FFF 位置異性体を添加し、経

時的に採取したサンプルを LCMS-IT-TOF にて測定し、代謝物の同定を行った。その結果、親化合物

の半減期が 1 時間以内であること、いずれの異性体においても 3 種の第Ⅰ相代謝物［酸化的 N-脱アル

キル化体（M1）、一水酸化体（M2）、アミド加水分解体（M3）］の存在することが明らかになった。

M1 は主要代謝物であり、3 種の FFF に共通するものであった。一方、M3 は 3 種の位置異性体におい

て分離測定が可能であり、代謝物生成量比でも異性体間で差がみられることが確認された。 

[考察] GC-MS では、3 種の FFF 位置異性体の親化合物の識別が行えることが可能であり、製品におけ

る親化合物の識別には GC-MS が利用可能であることが明らかになった。一方で、FFF 位置異性体は

いずれも半減期が短く、FFF の摂取証明には親化合物ではなく、代謝物の情報を活用することが必要

であることが示唆された。一方で、FFF 代謝物の解析結果より、FFF 摂取のマーカーとしては、FFF

由来のフラン環やアニリン環を持つ FFF に特徴的な主要代謝物である M1 の検出が有用であること、

3 種の FFF 位置異性体の識別においては M3 の保持時間の違いと生成量比を活用できることが示唆さ

れた。以上の結果は、フェンタニル類似体の厳密な識別の基盤となる有用な情報を提供しており、我

が国におけるフェンタニル類似体を含む危険ドラッグのまん延防止に貢献すると考えられる。 
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A.研究目的 

  

近年、合成カチノン類や合成カンナビノイド以

外にオピオイドへの関心が高まっており、フェン

タニルとその類似体の乱用が世界各国で増加し

ている 1-3)。フェンタニルは製造が容易かつ安価で

あり、その化学構造を容易に組み替えることが出

来るため 4,5)、新規フェンタニル類似体が出現し

やすい。日本においても、2022 年 12 月現在、b-

hydroxythiofentanyl や furanylethylfentanyl をはじめ

とした 6 種のフェンタニル類似体が指定薬物とし

て規制されており、麻薬指定のものも含めると、

日本で取り締まり対象のフェンタニル類似体は

30 種類以上にのぼっている 6-8)。 

Fluorofuranylfentanyl [N-([2, 3, or 4]-

fluorophenyl)-N-[1-(2-phenylethyl)-4-piperidyl]furan-

2-carboxamide or FFF] は 2018 年に初めて確認さ

れたフェンタニル類似体であり 9)、furanylfentanyl

のアニリン環にフルオロ基が付加した構造をも

つ化合物である (Fig. 1)。その in vitro 代謝プロフ

ァイルについて、o-fluorofuranylfentanyl (o-FFF)10)

および p-fluorofuranylfentanyl (p-FFF) 11)の報告が

あるが、m-fluorofuranylfentanyl (m-FFF) に関して

は報告がなく、3 種での比較はされていない。フ

ェンタニル類似体はその種類により効力や毒性、

法的位置が異なる可能性があり、これらを正確に

識別することが重要である。実際に、フルオロ基

を持つフェンタニル類似体については、その置換

位置により効力が異なることが金森ら 12)によっ

て示されている。しかし、異性体については同じ

ような保持時間やフラグメントパターンを持つ

ため、その識別は困難であることが既報により指

摘されており 13-16)、異性体を識別するメソッドの

開発は法医学や臨床毒物学において、非常に有用

であると考えられる。 

そこで、本研究では FFF 位置異性体の識別法

の開発を目的とし、1) LC-MS、GC-MS を用いた

FFF 位置異性体識別と、2) ヒト肝ミクロソーム 

(HLMs) を用いた in vitro実験における代謝挙動の

比較を行った。 

 

B.研究方法 

 

1. 親化合物における異性体識別 

 

1-1. LC-MS 分析条件 

測定には LCMS-8045 triple quadrupole mass 

spectrometer (Shimadzu, Kyoto) を用いた。カラム

は ZORBAX Eclipse Plus C8 (2.1×150 mm, 3.5 mm) 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 、

COSMOSIL 5C18-MS-Ⅱ (2.0×150 mm, 5 mm)  

(NACALAI TESQUE INC., Kyoto) 、 COSMOSIL 

Cholester (2.0×150 mm, 5 mm) (YMC CO., LTD., 

Kyoto)、COSMOSIL πNAP (2.0×150 mm, 5 mm) 

(YMC CO., LTD., Kyoto)、YMC-Triart PFP (2.1×150 

mm, 5mm) (YMC CO., LTD., Kyoto) の 5 種を用い、

検討を行った。移動相には、(A) 0.1% formic acid in

精製水および (B) 0.1% formic acid in acetonitrile を

用い、グラジエントの条件は、(B) 0-2 min: 10%、

2-30 min: 10→60%、30-30.5 min: 60→100%、30.5-

36 min: 100%、36-36.5 min: 100→10%、36.5-46 min: 

10%とし、全体としての測定時間は 46 min に設定

した。また、カラム温度は 40°C、流速は 0.18 

mL/min とした。3 種類の位置異性体を含む FFF 混

合溶液は acetonitrile に溶解して 120 nmol/Lに調製

し、インジェクト量は 5 mLとして測定を行った。

イオン化法としては positive electrospray ionization 

(ESI) mode を用いた。FFF と papaverine の MRM

トランジションはそれぞれm/z 393.2→188.10及び

m/z 340.15→202.10 とし、コリジョンエナジーはそ

れぞれ 22eV 及び 28eV に設定した。 

 

1-2. GC-MS 分析条件 
測定は金森ら 17)の方法をもとに行った。測定機

器 は TRACE 1310 GC/ISQ LT (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) を用い、カラムは

DB-5MS (30×0.25 mm i.d., 膜厚 0.25 mm) (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)を用いた。昇温

条件は、120°C (1 min)、120-310°C (15°C/min, 昇温)、

310°C (4 min) とした。また、キャリアガスにはヘ

リウムを用い、流速は 1.0 mL/min とした。イオン

化法として Electron Ionization (EI) を用い、イオン

化エネルギーは 70 eV とした。3 種類の位置異性

体を含む FFF 混合溶液は ethyl acetate に溶解して

0.2 mg/mL に調製し、インジェクト量は 1.0 mL と

して測定を行った。試料注入にはスプレットレス

法を用いた。 
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2. In vitro 代謝試験 

 

2-1. 分析条件 

FFF の分析には HPLC-tandem-MS (Shimadzu, 

Kyoto)、LC カラムには ZORBAX Eclipse Plus C8 

2.1×150 mm, 3.5 µm を使用した。 

 移動相には、(A) 0.1% formic acid in water およ

び(B) 0.1% formic acid in acetonitrile を用い、有機

溶媒比率 40 %のアイソクラティック条件で 5 分

測定を行った。また、カラム温度は 40 ̊ C、流速は

0.25 mL/min とし、測定サンプルのインジェクト

量は 5 µL として測定を行った。 

FFF の 代 謝 物 推 定 には 、 LCMS-IT-TOF 

(Shimadzu, Kyoto)、LCカラムにはZORBAX Eclipse 

Plus C8 2.1×150 mm, 3.5 µm を使用した。 

移動相には、(A) 0.1% formic acid in water お

よび(B) 0.1% formic acid in acetonitrile を用い、グ

ラジエントの条件は、(B) 0-2 min：10%、2-40 min: 

10→60%、40-46 min： 10%とし、測定時間は 46 分

に設定した。また、カラム温度は 40 ˚C、流速は

0.18 mL/min とし、測定サンプルのインジェクト

量は5 µLとして測定を行った。LCMS-IT-TOFは、

イオン化法として positive electrospray ionization 

(ESI) 法を用い、測定範囲を m/z 100-700 として測

定を行った。なお、イオン蓄積時間は 40 msec.と

した。また、各プリカーサアイソレーション幅は

1 Da とし、周波数は 45.0 kH、CID エネルギーは

100 % で測定を行った。 

 

2-2. データ解析 

代謝物と考えられる溶出ピークから得られ

た MS2スペクトルのデータより、その構造を推定

した。また、代謝物は溶出時間の早いものから順

に命名した。最終的にすべての代謝物は以下の基

準を満たすことを確認した。 

① ブランクサンプル中に存在しない。 

② 他の代謝物の同位体ではない。 

③ プリカーサーイオンの精密質量が理論

値から 5 ppm 範囲内である。 

④ プロダクトイオンがプリカーサーイオ

ンの部分構造として推定可能である。 

 

2-3. ヒト肝ミクロソーム (HLMs) を用いたイン

キュベーション 

薬物の代謝反応は Erratico らの方法 18)に一部

改良を加えて行った。 

100 mM リ ン 酸 緩 衝 液 に NADPH 

Regenerating System Solution AおよびSolution B (終

濃度 1.55 mM NADP+, 3.3 mM glucose-6-phosphate, 

3.3 mM MgCl2, 0.4 U/mL glucose-6-phosphate 

dehydrogenase in sodium citrate)、acetonitrile に溶解

させた FFF のストック溶液 (終濃度 12.5 µM) を

添加した。前述の混液を反応開始前に 37 ˚C の水

浴中で 5 分間インキュベートした後、100 mM の

リン酸緩衝液で希釈した HLMs 溶液 (microsomal 

protein 終濃度 0.5 mg/mL) を添加して反応を開始

させた。全量 1.4 mL の反応溶液を転倒混和した

後、37 ˚C の水浴中でインキュベートした。 

サンプル採取は HLMs 溶液を添加後、0, 10, 

20, 30, 60, 90, 120 min に行い、反応溶液 200 µLを、

1,200 µL の氷冷 acetonitrile 溶液へ添加することで

代謝反応を停止させた。この溶液を遠心分離し 

(10 min, 12,000 rpm, 4 ̊ C)、LCMS-IT-TOF 用サンプ

ルでは上清を 400 µL 分取し 45 ̊ C にて遠心乾固さ

せた。LC-MS 用のサンプルは遠心分離後に 10 倍

希釈したのちに 100 µL を分取し、これを 45 ̊ C に

て遠心乾固した。 

 

2-4. サンプル調製 

LC-MS を用いた分析には、遠心乾固したサン

プルに acetonitrile 250 µL および IS である

papaverine (終濃度 10 ng/mL) を含有する精製水

250 µL を添加し、超音波処理を行って再溶解させ

た後、フィルターろ過したものを測定に用いた。 

 LCMS-IT-TOF を用いた分析には、遠心乾固した

サンプルに acetonitrile 100 µL および IS である

papaverine (終濃度 500 ng/mL) を含有する精製水 

100 µL を添加し、超音波処理を行って再溶解させ

た後、フィルターろ過したものを測定に用いた。 

 

C.研究結果 

 

1-1. LC-MS による位置異性体識別 

5 つのカラムを用いた LC-MS における FFF

混合物のクロマトグラムを Fig. 2 に示す。いずれ

のカラムについても 3 つの分離したピークは確

認されず、LC-MS において FFF 位置異性体は識
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別されなかった。 

 

1-2. GC-MS による位置異性体識別 

GC-MS を用いた FFF 混合物のクロマトグラ

ムを Fig. 3 に、MS2 スペクトルを Fig. 4 に示す。

クロマトグラムにおいて FFF 混合物は 3 つのピ

ークに分離され、その溶出順は m-FFF, p-FFF, o-

FFF の順であった (Fig. 3)。MS2スペクトルにつ

いて、いずれの位置異性体においても m/z 95, 

258, 301 のフラグメントが確認され、その強度に

顕著な差は見られなかった (Fig. 4)。 

 

2-1. FFF の半減期の算出 

LC-MS にて測定した親化合物の未変化体の

経時変化より、HLMs における in vitro 代謝半減

期は o-FFF で 53.6  3.3 min、m-FFF で 42.6  1.6 

min、p-FFF で 29.9  2.4 min となり、位置異性体

間で半減期に違いが見られた （Fig. 5） 

 

2-2. In vitro 実験における FFF の代謝経路 

各 FFF 位置異性体の代謝物を Table 1 に示

す。LCMS-IT-TOF の測定より、o-FFF の RT は

18.846 min、m-FFF の RT は 19.022 min、p-FFF の

RT は 19.022 min であった。FFF の[M + H]+分子

イオンは m/z 393.1973 であり、いずれの位置異

性体も m/z 146, 188, 272 のプロダクトイオンを生

成した。 

各 FFF 位置異性体の in vitro 代謝における経

時変化を Fig. 6 に、FFF の代謝経路を Fig. 7 に示

す。全ての位置異性体においてノル代謝物 M1、

一水酸化体 M2、アミド加水分解生成物 M3 の 3

種類の第Ⅰ相代謝物が検出された (Table 1)。ま

た、第Ⅱ相代謝物はいずれの位置異性体において

も検出されなかった。o-FFF と p-FFF は既報にお

いて今回検出された第Ⅰ相代謝物が確認されてお

り 10,11)、m-FFF もこれらの位置異性体と同様の代

謝傾向を示した。 

 

2-3. 代謝物の保持時間と生成量比の比較 
In vitro 代謝実験により推定された 3 種類の

第Ⅰ相代謝物の内、M3 においてその RT に違いが

見られ、2F-M3 では 18.963 min、3F-M3 では

19.549 min、4F-M3 では 17.909 min であった 

(Table 1)。この溶出順は、C18 カラムを用いて分

離を行った既報の結果と一致している 13,19,20)。 

また、各位置異性体間での代謝物生成量比

を Table 2 に示した。M1 に対する M3 の生成量

比 (Table 2a)、M2 に対する M3 の生成量比 

(Table 2b) では各位置異性体間で有意な差が確認

された。M2 に対する M1 の生成量比 (Table 2c) 

は、o-FFF のみ他の位置異性体と有意な差が見ら

れた。 

 

D.考察 

 

1) 親化合物における異性体識別 

LC-MS での親化合物識別検討において、C8

カラム (Fig. 2a) および、C18 カラム (Fig. 2b) を

用いたクロマトグラムでは、FFF 混合溶液のピー

クの先端は 2 つに割れた。なお、結果には示さな

いが C8 カラムにて o-FFF、m-FFF、p-FFF を単独

で測定した保持時間から考えると、前側のピーク

は o-FFF であり、後ろ側のピークは m-FFF と p-

FFF が混在していると考えられる。 

一方、Triart PFP カラム (Fig. 2c) ではピーク

が確認されなかった。これは、PFP カラムにおい

て化合物とカラムの間に p-p 相互作用のみでなく

双極子相互作用も働くため 21)、フルオロ基をもつ

FFF に対し強い保持を示し、測定時間内で FFF が

溶出しなかったことが理由だと考えられる。実際、

フルオロ基を含有するフェンタニル類の異性体

識別に関しては、C18 カラムやキラルカラムを用

い LC-MS 分離を行った既報も見られるが、いず

れも異性体間にはわずかな保持時間の差しか見

られず、クロマトグラム上での完全分離は困難で

あると考えられる 10,22,23)。以上の結果より、5 種類

のカラムを用いた LC-MS における位置異性体識

別の検討では FFF を分離することができず、LC-

MS を用いた FFF 位置異性体の識別は困難である

ことが示唆された。 

一方、GC-MS における親化合物識別検討では、

クロマトグラムにおいて 3 種類の異性体が明確に

分離できた (Fig. 3)。FFF 位置異性体における GC-

MS での完全な分離は、私たちが知る限りこれが

初めての報告である。フルオロ基を有する他のフ

ェンタニル類似体である fluorobutyrylfentanyl、

fluoroisobutyrylfentanyl、fluoromethoxyacetylfentanyl

については、既報においてメタ異性体、パラ異性
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体、オルト異性体の溶出順で GC-MS にて検出さ

れていることが報告されている 22)。本研究におい

ても、FFF の溶出順はこの報告と一致していた。

なお、MS2 スペクトルに関しては異性体間で顕著

な差は見られず、MS2 スペクトルやその強度の違

いを用いての親化合物の識別は困難であること

が示唆された (Fig. 4)。以上より、FFF 親化合物の

位置異性体識別には GC-MS のクロマトグラムを

用いることが有用であると示唆された。 

 

2) In vitro 実験 

In vitro 代謝実験により、FFF 異性体の半減期

がそれぞれ算出された。各異性体の半減期はいず

れも 1 時間未満であり、FFF の親化合物はいずれ

の位置異性体においても体内で速やかに代謝さ

れ消失すると考えられた。そのため、FFF の摂取

証明には親化合物ではなく、代謝物を用いた位置

異性体の特定が重要であることが示唆された。 

すべての位置異性体において、N-脱アルキル

化により生成されるノル代謝物である M1、一水

酸化である M2、アミド加水分解により生成され

る M3 が検出された (Fig. 7)。その経時変化 (Fig. 

6) から、各異性体の代謝経路は同様であると考え

られた。なお、第Ⅱ相代謝物はいずれの位置異性体

でも検出されなかった。いくつかの先行研究にお

いて、フェンタニル類似体についての HLMs や肝

細胞を用いた in vitro 代謝実験系では、第Ⅱ相代謝

物の検出量はわずかであるか、検出されないこと

が報告されている 24)。本研究においても、第Ⅱ相

代謝物は HLMs で生成されなかったか、その濃度

が極めて低く検出限界以下であったと考えられ

る。 

代謝物を用いた位置異性体識別では、代謝物

M3 において各異性体間で保持時間の違いが見ら

れ、その溶出順は 4F-M3、2F-M3、3F-M3 の順で

あった。それぞれの保持時間の差は最も小さいも

のでも 0.5 分程度と十分な差がみられ、この代謝

物の保持時間の差は FFF 位置異性体を識別する 1

つの指標になり得ると考えられる。なお、M3 は

他のフェンタニル類似体の代謝物としても検出

されることが報告されており 24)、単独では FFF の

摂取を証明することはできない。しかし、FFF や

FFF に特有の代謝物である M1 が確認されている

場合においては、代謝物 M3 の保持時間の違いは

FFF の位置異性体識別に利用可能であることが示

唆された。 

代謝物の生成量比を各異性体について比較

したところ、M1 に対する M3 の生成量比 および、

M2 に対する M3 の生成量比には各位置異性体間

で有意な差が確認された。したがって、代謝物生

成量比は各異性体の識別に利用可能であること

が示唆された。これらの生成量比の違いには、各

異性体におけるアミド加水分解生成物である M3

の生成されやすさの違いが影響していると考え

られる。 

また、o-FFF の M2 に対する M1 の生成量比

は、o-FFF のみが他の位置異性体より有意に大き

く、o-FFF では M1 が生成されやすいことが考え

られた。M1 と M2 は FFF に特異的な代謝物であ

るため、これらの代謝物生成量の比較もまた o-

FFF と他の異性体の識別に有用であることが示唆

された。 

E.結論 

 

本研究では、フェンタニル類似体の 1 種である

FFF の位置異性体の識別を目的とし、LC-MS、GC-

MS を用いた親化合物における位置異性体識別検

討と、HLMs を用いた in vitro 代謝実験による各異

性体の代謝挙動の比較を行った。 

LC-MS と GC-MS を用いた異性体識別検討の結

果、FFF 位置異性体は LC-MS では分離できなか

ったが、GC-MS のクロマトグラムを用いることで

全ての異性体を識別することが可能であった。し

たがって、製品中における親化合物の識別には

GC-MS の利用が有用であると考えられた。 

また、in vitro 代謝実験の結果、FFF の半減期は

いずれの異性体も短く、FFF の摂取証明には、親

化合物ではなく、代謝物の特定が有用であること

が示唆された。FFF では異性体と同様に 3 種類の

第Ⅰ相代謝物が特定された。代謝物のうち、M3 の

保持時間や代謝物生成量比は位置異性体間で明

確な差が確認され、この情報は FFF の位置異性体

識別に利用可能であることが示唆された。これら

の結果は、GC-MS や標準品を利用できない場合の

識別に役立つものであり、本年度取り扱った位置

異性体のみならず、わずかに構造の異なるフェン

タニル類似体の識別において、その代謝挙動を活

用することが有用であることが示唆された。 
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(a) (b) (c)

Fig. 1 Chemical structures of (a) o-FFF, (b) m-FFF and (c) p-FFF. 
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Fig. 2  Typical chromatograms of the mixture of FFFs using LC-MS 
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Table 1 FFFs and their metabolites in HLMs 
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Table 1  FFFs and their metabolites in HLMs
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Table 2 The metabolite production ratio of FFFs; (a) the production ratio of M3 to M1, (b) the production 

ratio of M3 to M2 and (c) the production ratio of M1 to M2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  


