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研究成果の概要：N-アシル鎖長の異なるフェンタニルアナログ4種（アセチルフェンタニル，フェンタニル，ブ
チリルフェンタニル，バレリルフェンタニル）を基質としてヒト肝ミクロソーム代謝処理し、主要な代謝物の生
成プロファイルを評価した。N-脱アルキル化体、エチルリンカー水酸化体、ピぺリジン環水酸化体の生成量は、
いずれも基質のアシル鎖伸長とともに増大し、ブチリルフェンタニルで最大、バレリルフェンタニルで減少し
た。一方、基質のアシル鎖伸長とともにフェネチル部分の芳香環水酸化体は減少、アシル側鎖水酸化体は増大し
た。併せて、エチルリンカー上のβ位炭素水酸化体のエナンチオマー間で生成量に明確な差異がみられることも
わかった。
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研究成果の学術的意義や社会的意義
フェンタニル類の化学構造と産生される代謝物の種類・量の相関や光学活性を有する代謝物の生成挙動を明らか
にすることができた。本成果は代謝酵素の基質特異性や立体選択性の新たな一面を解明する貴重な知見となり得
る。今後in vitroからin vivoへ展開できれば、代謝物の経時的な変化量や量比の差異等から薬物の摂取時期推
定など有用な法科学的指標を得ることができると期待される。
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１．研究の目的 

 合成オピオイドであるフェンタニル類が関与する使用事犯や急性中毒・死亡事案が世界各国
で数多く発生している。これまでの代謝研究により、フェンタニル類のヒト代謝機構は概ね解
明されたといえるものの、フェンタニル類の化学構造と得られる代謝物の種類・生成量の相関
に関しては未だ不明な点が多い。また、フェンタニル類の代謝物の中には光学活性を有する代
謝物（キラル代謝物）も存在しており、各エナンチオマーの産生挙動まで個々に評価した報告
は見当たらない。本研究では、N-アシル鎖長の異なるフェンタニルアナログ 4 種（アセチルフェ
ンタニル，フェンタニル，ブチリルフェンタニル，
バレリルフェンタニル；図 1）を基質としてヒト肝
ミクロソーム(HLM)により in vitro 代謝処理し、液体
クロマトグラフィー高分解能質量分析(LC/HRMS)
法を用いて各基質の薬物動態(PK)パラメータと主
要代謝物（キラル代謝物を含む）の生成プロファイ
ルを評価した。 

 

２．研究成果 

(1) 実験方法 

① HLM 代謝試験と試料前処理 

各フェンタニルアナログを 0.1M リン酸緩衝液に溶解し、NADPH 再生系試薬とともに HLM

（150 ドナー）を加えて 37°C で一定時間インキュベートした。反応終了後、内部標準(IS)と
してフラニルフェンタニルを含有するメタノール(MeOH)溶液を加えて除タンパク処理し、遠
心後、上清を分析試料とした。 

② LC/HRMS 条件 

分析装置 Thermo Fisher Scientific 製 Vanquish Core HPLC／Orbitrap Exploris 120 

LC 条件 カラム：L-column 2 ODS（1.5 mm i.d. × 15 cm, 粒子径 5 μm，移動相 MeOH–10 mM 酢
酸アンモニウムのグラジエント）あるいはCHIRALPAK IG-3（2.1 mm i.d. × 15 cm, 粒子径3 μm，
移動相 MeOH のアイソククラティック），カラム温度：40°C，流速：0.1 mL/min 

MS 条件 イオン化法：エレクトロスプレーイオン化法(ESI, positive)，分析モード：スキャン 

(2) 結果および考察 

① 分析法バリデーション 

4 種のフェンタニルアナログ（アセチルフェンタニル，フェンタニル，ブチリルフェンタニ
ル，バレリルフェンタニル）とフェンタニルのキラル代謝物である β-ヒドロキシフェンタニ
ルと(ω-1)-ヒドロキシフェンタニル（いずれもラセミ体）を分析対象として、0.5–26 nM と
26–1300 nM の各濃度範囲について、ODS カラムを用いた LC/HRMS 法によるバリデーション
試験を実施した（表 1）。いずれの分析対象でも、検量線は高い直線性（相関係数 γ > 0.9977）
を示し、10-7 M オーダーの高い検出感度と良好な定量精度（相対標準偏差(RSD)12%以下）・
定量真度（相対誤差(RE)8%以内）を有していた。したがって、本法は下記②で求められる定
量分析と下記③で求められる高感度・高分解能分析に適用可能と判断された。 

表 1. 分析法バリデーション結果 

Compound 

Monitored 

ion (m/z ± 
5 ppm) 

Calibration 

range 
(nM) 

Correlation 

coefficient 
(γ) 

Limit of 

detection 
(nM) 

Precision (%RSD) Accuracy (%RE) 

Lowa Higha Lowb Highb 

Acetylfentanyl 323.2118 0.5–26 0.9977  0.11  3.0 0.4 -7.7 -1.6 

  26–1300 0.9996    1.7 6.3  6.0  0.2 

Fentanyl 337.2274 0.5–26 0.9989  0.16  9.0 7.5 -4.7 -1.1 

  26–1300 0.9998    9.4 4.7  3.6  0.1 

Butyrylfentanyl 351.2431 0.5–26 0.9990  0.19  9.1 8.9 -5.4 -1.0 

  26–1300 0.9998   11.0 5.3  4.1  0.1 

Valerylfentanyl 365.2587 0.5–26 0.9988  0.11 11.6 9.0 -5.7 -1.1 

  26–1300 0.9998   11.5 5.4  4.2  0.1 

β-Hydroxyfentanyl 353.2224 0.5–26 0.9989  0.24 10.8 7.7 -4.2 -1.1 

  26–1300 1   9.3 4.6  3.4  0.2 

(ω-1)-Hydroxyfentanyl 353.2224 0.5–26 0.9988  0.24 12.1 7.7 -2.0 -1.2 

  26–1300 0.9995   10.2 4.8  2.9  0.2 
a Evaluated at 2.6 nM (Low) and 26 nM (High) in the calibration range of 0.5–26 nM 
b Evaluated at 130 nM (Low) and 1300 nM (High) in the calibration range of 26–1300 nM 
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図 1. N-アシル鎖長の異なるフェンタニルアナ
ログ 4 種の化学構造 



 

② フェンタニルアナログの消失半減期とクリアランス 

フェンタニル類のヒト代謝物解析に関する報告は複数なされているが、ヒト PK パラメータ
まで言及した報告例は多くはない。各フェンタニルアナログを NADPH 要求性酵素活性条件下
で HLM 代謝処理し、上記①の分析法で定量分析を行い、反応時間と各アナログの残存率の関
係から消失半減期(t1/2)を算出した。その結果、t1/2はブチリルフェンタニル（52 分）< バレリ
ルフェンタニル（76 分）< フェンタニル（95 分）< アセチルフェンタニル（127 分）の関係
にあった（表 2）。つまり、基質のアシル鎖の伸長は代謝反応を高め、ブチリル鎖を有するブ 

チリルフェンタニルで最大となるが、
さらなる伸長（バレリルフェンタニ
ル）は代謝反応を鈍化させることが
わかった。続いて、肝ミクロソーム
固有クリアランス(CLint,MS)を算出し、
in vitro–in vivoスケールアップ法から
肝固有クリアランス(CLint)および
well-stirred model に基づいた肝クリ
アランス(CLH)を予測した（表 2）。 

③ フェンタニルアナログの化学構造と代謝物プロファイルの関係性 

HLM は第 I 相代謝物の予測に適してはいるが、その存在量の多寡は必ずしも生体内の代謝
を反映するものではない。しかしながら、同一条件で代謝試験を行うことで類似構造を有す
る基質の代謝プロファイルの共通／相違点を検証することは可能である。 

N-アシル鎖長の異なるフェンタニルアナログ 4 種を HLM 代謝処理し、主要な代謝物として
観測された N-脱アルキル化（デスフェネチル化）体および 4 種の水酸化（エチルリンカー，
ピぺリジン環，フェネチル部分の芳香環，アシル側鎖への水酸化）体の生成量を基質間で比
較した（図 2）。N-脱アルキル化体、エチルリンカー水酸化体、ピぺリジン環水酸化体の生成
量は、いずれも基質のアシル鎖伸長とともに増大し、ブチリルフェンタニルで最大、バレリ
ルフェンタニルで減少する傾向がみられた。これは、上記②で得られたクリアランスの序列
と同一の関係性であった。N-脱アルキル化とエチルリンカーへの水酸化には CYP3A4 の寄与
が支配的と考えられており、CYP3A4 による酸化反応がクリアランスに強く影響していると考
えられる。一方、基質のアシル鎖伸長とともにフェネチル部分の芳香環水酸化体は減少、ア
シル側鎖水酸化体は増大した。芳香環への水酸化には一部 CYP2D6 が、アシル側鎖への水酸
化には CYP2D6 や CYP3A4（酸化を受ける炭素位置によって寄与する酵素が異なる）が関与
していると考えられており、基質のアシル鎖伸長に伴い、CYP2D6 による芳香環への酸化から
CYP2D6 または CYP3A4によるアシル側鎖への酸化へと代謝経路がシフトしたと考えられる。 

④ β-水酸化体のエナンチオマー分析 

 我々はこれまでに光学活性を有する各種カチノン類のエナンチオマーをキャピラリー電気
泳動質量分析法を用いて一斉分析することに成功している。本研究にも本法を適用すること
を試みたがキラル代謝物を分離するには至らなかった。そこで、キラルカラム(CHIRALPAK 

IG-3)を用いた LC/HRMS 法を採用したところ、アセチルフェンタニルとフェンタニルの代謝
系においてのみ、エチルリンカー上の β 位炭素への水酸化（β-水酸化）体をキラル分離するこ
とができた。いずれの系でも、β-水酸化体のエナンチオマー間で生成量に約 1.5 倍の差異が認
められ（図 3）、CYP3A4 による β 位炭素への酸化反応の顕著な立体選択性を明らかにするこ
とができた。 

今後、ヒト肝細胞による in vitro 代謝試験や文献に基づくヒト in vivo 代謝試験の結果を踏ま
え、本結果の妥当性を検証した上で、代謝物やそのエナンチオマーの経時的な変化量や量比
の差異などから薬物の摂取時期推定等に資する法科学的指標を探索していく。 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 
t1/2 

(min) 

CLint,MS 

(μL/min/mg) 

CLint 

(mL/min/kg) 

CLH 

(mL/min/kg) 

Acetylfentanyl 127 9.1  8.2  5.9 

Fentanyl  95 12.2 10.9  7.2 

Butyrylfentanyl  52 22.0 19.8 10.2 

Valerylfentanyl  76 15.2 13.6  8.3 

C
o

n
c
e

n
tr

a
ti
o

n
 (

n
M

)

0

200

400

600

800

0 50 100 150 200

Incubation time (min)

a

b

4 6 8
Retention time (min)

a

b

図 3. フェンタニルの HLM

代謝系における β-水酸化体
の各エナンチオマーの経時
的生成量変化 

図 2. フェンタニルアナログ 4 種の HLM 代謝（反応時間 180 分）による
N-脱アルキル化体と 4 種の水酸化体の生成量比較 

表 2. フェンタニルアナログの消失半減期とクリアランス 
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