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【研究要旨】 

[緒言] 近年フェンタニルやフェンタニル類似体の過剰摂取による死亡者数の増加が米国を中心

に問題となっている。フェンタニル類似体はフェンタニルと同様に体内で広範な代謝を受けるた

め、その摂取証明のためには各類似体の代謝プロファイルの解明・蓄積が求められる。そこで本

研究ではヒト肝ミクロソームを用いて 3-phenylpropanoylfentanyl (3-PPF) および benzoylfentanyl 

(BZF) の in vitro 代謝挙動の解明を試みた。 

[結果] ヒト肝ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験により、半減期は 3-PPF で 7.9 ± 0.5 min、

BZF で 85.4 ± 7.2 min と算出された。3-PPF の代謝物として酸化的 N-脱アルキル化体 (nor 体) の

一水酸化体 P1、nor 体 P2、一水酸化体 P3 が検出された。P3 は反応開始直後から急速に生成さ

れたが、反応開始 20 分以降その検出強度は減衰した。試験終了時 (120 min) においては、P2 が

最も高い強度で検出された。BZF の代謝物として nor 体 B1、アミド加水分解体 B2、一水酸化体 

B3 が得られ、いずれも緩徐に生成された。試験終了時 (180 min) においては、B1 が最も高い強

度で検出された。LCMS-IT-TOF 分析により、両 FAs 代謝物の水酸基の位置を決定することで

アミド側鎖の伸長により水酸化反応の反応部位が変化し、より N-アシル基で水酸化を受けや

すくなることが確認された。よりアミド側鎖の長い 3-PPF は N-アシル基の水酸化反応によっ

て速やかに消失することが明らかになった。 

[考察] BZF は半減期が長いため、親化合物自身が摂取証明に利用可能であることが示された。一

方で 3-PPF の半減期は極めて短く、親化合物の検出は摂取証明に適さないことが示唆された。摂

取証明のためのバイオマーカーとしては、3-PPF では nor 代謝物が、BZF では親化合物と nor 代

謝物が利用可能であることが示唆された。 

 

A. 研究目的 

 

フェンタニル類似体 (fentanyl analogs, FAs) 

は、フェンタニルの構造の一部を変化させた新

規精神活性物質 1) (novel psychoactive substances, 

NPS) の一種であり、世界各地で多くの健康問

題・社会問題を引き起こしている 2,3)。また、近

年米国をはじめとしてオピオイドの乱用が問
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題視されており、フェンタニルや FAs の過剰摂

取による死亡者数が急激に増加している 4)。 

FAs を含む乱用薬物の摂取を証明するため、

法医学や臨床毒物学の分野ではしばしば尿が

検体として用いられるが、フェンタニルの未変

化体の尿中排泄率は低く 5)、FAs の多くは

CYP3A4 をはじめとする代謝酵素によって広範

に代謝され、尿中から親化合物の未変化体が検

出されにくい 6,7)。そのため、摂取された化合物

を特定するためには各 FA についての代謝プロ

ファイルの蓄積が重要となる。乱用薬物のヒト

尿サンプルを入手することは困難であるため、

その代謝プロファイルを調べる方法としてヒ

ト肝ミクロソーム  (hLMs) やヒト肝細胞 

(hHEP) を用いた in vitro 実験が広く行われてい

る 8)。 

3-Phenylpropanoylfentanyl [N-phenyl-N-[1-(2-

phenylethyl)-4-piperidyl]-3-phenylpropan amide or 

3-PPF] および benzoylfentanyl [N-phenyl-N-[1-(2-

phenylethyl)-4-piperidyl]benzamide or BZF] は

2017 年に初めて押収された FAs であり、それぞ

れ N-アシル基として phenylethyl および phenyl

構造を有する化合物である。3-PPF の in vitro 代

謝プロファイルについては 2023 年に Rautio ら
9)が、BZF の in vitro 代謝は 2021 年に Trana ら 10)

がそれぞれ hHEP を用いて報告しているものの、

これら 2 つの FAs の代謝挙動を直接比較した報

告は調べた限りではまだない。 

そこで、本研究では、3-PPF および BZF の摂

取を証明するためのバイオマーカーを特定す

るとともに、FAs の N-アシル基の炭素数と水酸

化代謝反応の間の関係を確認することを目的

として、hLMs を用いた代謝挙動の解明および

比較を行った。 

 

B. 研究方法 

 

1. ヒト肝ミクロソーム (hLMs) を用いた3-PPF、

BZF の代謝反応およびサンプル調製 

In vitro 代謝反応は Erratico ら 11)、首村ら 12)の

方法に一部改良を加えて行った。サンプル採取

は hLMs 溶液を添加後、3-PPF では 0、10、20、

30、60、90 および 120 min に、BZF では 0、10、

20、30、60、90、120 および 180 min に行った。

反応溶液を氷冷 acetonitrile に添加することで代

謝反応を停止させ、この溶液を遠心分離し得た

上清を遠心乾固した。LC-MS/MS および LCMS-

IT-TOF を用いた分析には、遠心乾固したサンプ

ルに acetonitrile および ISである papaverine を含

有する精製水を添加し、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。 

 

2. LC-MS/MS 分析条件 

3-PPF および BZF、またそれらの代謝物の分

析 に は 、 LCMS-8045 triple quadrupole mass 

spectrometer (島津製作所, 京都) を用いた。カラ

ムには ZORBAX Eclipse Plus C8 (2.1×150 mm, 3.5 

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

を使用した。移動相には、0.1 % formic acid in 精

製水および 0.1 % formic acid in acetonitrile を用

い、化合物毎に異なるグラジエント条件で測定

を行った。3-PPF のグラジエント条件は、0–2 

min: 30 %、2–17 min: 30→60 %、17–17.5 min: 

60→100 %、17.5–20 min: 100 %、20–20.5 min: 

100→30 %、20.5–25 min: 30 %とし、全体として

の測定時間は 25 min に設定した。BZF のグラジ

エント条件は、0-2 min: 10 %、2-17 min: 10→40 %、

17-17.5 min: 40→100 %、17.5-20 min: 100 %、20-

20.5 min: 100→10 %、20.5-25 min: 10 %とし、全

体としての測定時間は 25 min とした。また、3-

PPF、BZF ともにカラム温度は 40 °C、流速は

0.25 mL/min とし、インジェクト量は 5 µL 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。3-PPF

と BZF および papaverine の m/z 値はそれぞれ

413.26→188.20 、 385.15→188.20 お よ び

340.15→202.10 とし、コリジョンエナジー (CE) 

はそれぞれ 27 V、24 Vおよび 28 Vに設定した。 

 

3. LCMS-IT-TOF 分析条件 

3-PPF、BZF の代謝物構造解析には、高速液体

クロマトグラム (Prominence UFLC system) に

イオントラップ型質量分析計 (IT) および飛行
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時間型質量分析計 (TOF) を結合させた LCMS-

IT-TOF (島津製作所) を用いた。カラムには

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

(Agilent Technologies) を使用した。移動相には、

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

formic acid in acetonitrile を用いた。3-PPF のグラ

ジエントの条件は、(B) 0–2 min: 10 %、2–24 min: 

10→70 %、24–24.5 min: 70→100 %、24.5–30 min: 

100 %、30–30.5 min: 100→10 %、30.5–40 min: 10 %

とし、BZF のグラジエントの条件は、(B) 0–2 

min: 10 %、2–24 min: 10→49 %、24–24.5 min: 

49→100 %、24.5–30 min: 100 %、30–30.5 min: 

100→10 %、30.5–40 min: 10 %とした。全体とし

ての測定時間はいずれも 40 min に設定した。ま

た、カラム温度は 40 °C、流速は 0.18 mL/min、

分析装置への注入量は 5 µL として測定を行っ

た。イオン化法として positive/negative ESI mode

を用い、マスデータの測定範囲はm/z 100–450と

して測定を行った。なお、イオン蓄積時間は 50 

msec、auto sensitivity control は 70 %とした。ま

た、collision-induced dissociation (CID) における

各プリカーサーイオンのアイソレーション幅

は 1 Da とし、周波数は 45.0 kHz、CID エネルギ

ーは 50 %に設定し、アルゴンをコリジョンガス

に用いた。なお、第 I相代謝物の検出にはpositive 

ESI mode を、第 II 相代謝物の検出には negative 

ESI mode を用いた。 

 

4. データ解析 

 得られたピークの m/z を MetID Solution 1.1 

(島津製作所) によって予測された候補代謝物

の m/z と比較することで代謝物を推定した。測

定した代謝物に関しては positive ESI mode にお

ける保持時間 (retention time, RT) 順に命名した。

代謝物のピークを同定し、それぞれの構造を推

定するため、以下の基準を用いた。 

① 測定された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。 

② 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。 

③ ブランクサンプル中の同じ RT に候補代謝

物のピークが存在しない。 

 

C. 研究結果 

 

1. In vitro 代謝実験における半減期の算出 

LC-MS/MS による各 FAs の未変化体の経時変

化より、hLMs を用いた in vitro 代謝半減期は 3-

PPF で 7.9 ± 0.5 min、BZF で 85.4 ± 7.2 min であ

った (Fig. 1)。 

 
2. In vitro 実験における 3-PPF、BZF の主要代

謝経路と代謝物経時変化 

In vitro 代謝試験における LC-MS/MS 分析に

よって得られた 3-PPF の in vitro 代謝物経時変

化を Fig. 2a に、推定された代謝経路を Fig. 3 に

示す。3-PPF の代謝物として酸化的 N-脱アルキ

ル化体 (nor 体) の一水酸化体 P1、nor 体 P2、

一水酸化体 P3 が検出された (Table 1)。P3 は反

応開始直後から急速に生成されたが、反応開始

20 分以降その検出強度は減衰した。試験終了時 

(120 min) においては、P2 が最も高い強度で検

出された (Fig. 2a)。 

LC-MS/MS 分析によって得られた BZF の in 

vitro 代謝物経時変化を Fig. 2b に、推定された代

謝経路を Fig. 4 に示す。BZF の代謝物として nor

体 B1、アミド加水分解体 B2、一水酸化体 B3 が

得られ、いずれも緩徐に生成された。試験終了

時 (180 min) においては、B1 が最も高い強度で

検出された (Fig.2b)。 

 

3. LCMS-IT-TOFを用いた両FAsの代謝物構造

解析 

LCMS-IT-TOF 分析により、P1、P3 および B3

の構造解析を行った (Table 2, Figs.5,6)。また、

negative ESI mode 測定において第 II 相代謝物は

いずれの FAs でも検出されなかった。 

P1 の[M + H]+分子イオンを示す m/z 325.1911

の EICスペクトルには 1つのピークが検出され

た (Fig. 5a)。MS2スペクトルから、Fig. 6a に示

すように、N-アシル基を除いた構造に由来する

m/z 203 のプロダクトイオンを生成した。その他

のプロダクトイオンはプリカーサーイオンの

部分構造として推定できなかった。 
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P3 の[M + H]+分子イオンを示す m/z 429.2537

の EIC スペクトルにおいて、主要な 4 つのピー

クが検出された (Fig. 5b)。溶出順にそれぞれ

P3a–d とした。MS2スペクトル解析において P3a

および P3c は、未変化の phenethylpiperidine 部

分に由来する m/z 188 のプロダクトイオン、ア

ミド部分でのフラグメンテーションに対応す

る m/z 281 のプロダクトイオンを生成した。P3b

は主にm/z 188、281のプロダクトイオンに加え、

N-アシル基側のphenylethyl基を除いた構造に由

来するm/z 307のプロダクトイオンを生成した。

P3d は水酸化を受けた phenethylpiperidine 部分

に由来する m/z 204 のプロダクトイオンを生成

した (Fig. 6b–e)。 

B3 の[M + H]+分子イオンを示す m/z 401.2224

の EICスペクトルには 1つのピークが検出され

た (Fig. 5c)。MS2スペクトル解析において、水

酸化を受けた phenetylpiperidine 部分に由来する

m/z 204 のプロダクトイオンを生成した。また、

m/z 204 のイオンから水が脱離した構造に由来

するm/z 186のプロダクトイオンおよび[M + H]+

分子イオンからの水の脱離を示す m/z 383 のプ

ロダクトイオンをそれぞれ生成した (Fig. 6f)。 

 

D. 考察 

 

In vitro 代謝実験により、3-PPF および BZF の

半減期をそれぞれ算出した。3-PPF の hLM 中の

半減期は 10 分未満と極めて短く、体内でも速

やかに代謝されると考えられた。一方で BZF の

半減期は約 85 分と長く、生体試料から親化合

物が検出できる可能性が示唆された。このこと

から、3-PPF の親化合物の検出は、摂取証明に

は適しておらず、代謝物による摂取証明が必要

である可能性が示唆された。対して、BZF の親

化合物は摂取証明に利用可能であることが考

えられた。 

LC-MS/MS 分析の結果、3-PPF では N-脱アル

キル化および水酸化が、BZF では N-脱アルキル

化、アミド加水分解および水酸化による代謝物

がそれぞれ検出され、これらが各 FAs の主要な

代謝経路であると推定された。FAs に関する先

行研究において、グルクロン酸抱合体や硫酸抱

合体といった第 II相代謝物が尿中から検出され

ることが報告されているが 13-15)、両化合物とも

に LCMS-IT-TOF において第 II 相代謝物は検出

されなかった。hLMs や hHEP を用いた in vitro

実験系における第 II相代謝物の検出は微量であ

るか、もしくは検出されないとの報告もある 16–

18)。以上のことから hLMs を用いた本研究にお

いても、第 II 相代謝物は生成されなかったか、

生成されたものの検出限界を下回っていたと

考えられる。 

LCMS-IT-TOF 分析により、P1、P3 および B3

の水酸基の位置を決定した。P1 は MS2 スペク

トル解析において m/z 203 のプロダクトイオン

を生成したことから、N-アシル基で水酸化を受

けたことが確認された。P3 の m/z を指定した

EIC スペクトルにおいて 4 つのピークが検出さ

れ、MS2スペクトル解析により 4 つの一水酸化

体における水酸基の結合部位を完全ではない

が特定した。Rautio ら 9)は 3-PPF の代謝物とし

て考えられる化合物を個別に合成して標準物

質とし、hHEP サンプル中の代謝物由来のピー

クとその RT を比較することで、それぞれの一

水酸化体の水酸基の位置の特定に成功してお

り、LC-QTOF での測定により 3-PPF の一水酸

化体が 5 つ検出されたと報告している。それら

の溶出順を本研究の結果と比較することで

P3a–c の水酸基の位置を特定し、3-PPF のより詳

細な代謝経路が明らかになった (Fig. 7)。P3d は

LCMS-IT-TOF 測定により phenethylpiperidine 部

分で水酸化を受けていると我々は推測してい

るが、先行研究における溶出の遅い 2 つの一水

酸化体はいずれも N-アルキル鎖で水酸化を受

けており、溶出順の比較を行っても完全な特定

には至らなかった。 

両 FAsの一水酸化体について水酸基の位置を

明らかにしたことで、本研究で扱った 2 つの

FAs においても、金森ら 6)が報告しているよう

にアミド側鎖の伸長により水酸化反応の反応

部位が変化し、より N-アシル基で水酸化を受け

やすくなることが確かめられた。加えて、詳細

な代謝挙動の解明により、3-PPF は hLMs 中に
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おいて、親化合物が反応開始初期から水酸化を

受けたのちにさらに N-脱アルキル化を受けて

P1 となる反応が最も主要な代謝経路であるこ

とが示された。 

3-PPF の摂取証明のためのバイオマーカーと

して、in vitro 試験終了時の検出強度から、酸化

的 N-脱アルキル化体である P2 が利用可能であ

ると考えられた。BZF の代謝物はいずれも反応

開始後緩徐に生成されており、3-PPF と同様に

B1 がバイオマーカーの候補と考えられた。FAs

に関するいくつかの研究 19,20)において、未変化

体の一部の構造である N-脱アルキル化体やア

ミド加水分解体は複数の類似体で検出されう

ることが指摘されている。また furanylfentanylや

butyrylfentanyl に関する先行研究 21,22)において、

in vitro 代謝物として最も多く検出されたのが

nor 代謝物だったにもかかわらず、in vivo にお

いて微量しか検出されなかったことが報告さ

れており、nor 代謝物は単体では適切なマーカ

ーとならない可能性が示唆された。以上のこと

から、本研究において検出強度が最も高かった

P2、B1 は in vitro 代謝から考えられるバイオマ

ーカーの候補であるが、ヒトの尿サンプル等を

用いた摂取証明の際には P3、 B3 をはじめとし

た水酸化代謝物の検出についても考慮する必

要があると考えられた。 

 

E. 結論 

 

本研究では、FAs の一種である 3-PPF および

BZF の代謝挙動の解明と、その摂取を証明しう

るバイオマーカーの特定を目的として hLMs を

用いた in vitro 代謝実験を行い、LC-MS/MS およ

び LCMS-IT-TOF を用いた分析を組み合わせて

両 FAs の詳細な代謝経路を推定した。 

In vitro 代謝実験の結果、3-PPF の半減期は極

めて短く、親化合物の検出は摂取証明には適さ

ないことが示唆された。対して BZF は半減期が

長く、親化合物が摂取証明に利用可能であるこ

とが示された。両 FAs はともに hLMs 中で水酸

化を受けるが、よりアミド側鎖の長い 3-PPF は

N-アシル基で水酸化を受けやすく、また水酸化

反応によって速やかに消失することが明らか

になった。この構造と水酸化反応の関係は他の

FAs でも報告されており、今後より多くの FAs

の代謝プロファイルを明らかにすることで FAs

の構造代謝相関の理解に貢献できると考えら

れた。両 FAs の摂取を証明するバイオマーカー

として、3-PPF では nor 代謝物が、BZF では親

化合物と nor 代謝物が利用可能であるが、水酸

化代謝物の検出も考慮することでより正確に

摂取証明を行えることが示唆された。 
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Table 1 Detected parent compounds and metabolites of 3-PPF and BZF using LC-MS/MS

 

Fig. 1 Time-dependent decrement of 3-PPF and BZF in hLMs 

Each data represents mean ± SD (n = 3). 
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Fig. 2 Temporal alteration of the metabolites of (a) 3-PPF and (b) BZF in hLMs 

Each data represents mean ± SD (n = 3). The same metabolic reactions are shown with 

the same marker. 



-51- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Proposed metabolic pathways of 3-PPF using LC-MS/MS 

Fig. 4 Proposed metabolic pathways of BZF using LC-MS/MS 
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Table 2 Detected metabolites of 3-PPF and BZF using LCMS-IT-TOF 
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Fig. 5 EIC spectra of (a) P1, (b) P3, and (c) B3 by using LCMS-IT-TOF 
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Fig. 6 MS2 spectra of (a) P1, (b–e) P3a–d, and (f) B3 using LCMS-IT-TOF 
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Fig. 7 Proposed detailed metabolic pathways of 3-PPF using LC-MS/MS and LCMS-IT-

TOF 


