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研究成果の概要：ノニルフェノール（NP）は、内分泌かく乱作用を示す物質で、数多くの異

性体の混合物である。しかし、それらは分離、構造解析、合成が困難なため、ノニル

基のベンゼン環に結合した炭素（α位）以外の構造は解明することができなかった。

本研究では、アセトニトリルを試薬イオンとして用いた化学イオン化―タンデム質量

分析により、さらに環から離れたβ位とγ位の炭素の分岐構造に関する情報が得られ

ることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 

・ノニルフェノール（NP）は、異性体によ

り異なる内分泌撹乱作用を示す (ref. 2,3) 

・NP 混合物中、10 数種類の異性体の構造が

決定されている (ref. 1,4,5) 

・NP は、異性体により環境中の挙動が異な

る (ref. 6,7) 

このような背景の下、NP の異性体別分析

法の開発が取り進められているが、以下に示

したように多くの問題点がある。 

・異性体間の内分泌撹乱作用の差を考慮して

いない 

・クロマトグラフィーによる分離が困難であ

る 

・構造未確認の異性体が多い 

・異性体の標準品が入手できない（合成が困

難である） 

・20 種類以上の異性体のうち、構造が確定し



 ③ NP-TMS のタンデム質量分析 ている 10 種類程度の異性体のみを分析対象

としている (4)  NP-TMS のアセトニトリル CI-MS

分析におけるフラグメンテーション

の解析 

これらの問題は、ノニルフェノール（NP）

の構造を解析できないことが大きな要因で

ある。つまり、構造が判明すれば合成し、そ

れを標準品として用いることにより、精確に

定量することができ、さらに内分泌撹乱性も

評価することが可能となる。 

 ① ベンゼン環の影響 

 ② 反応イオンの影響 

 ③ 標識化合物を用いた検討 

 ④ [M+13]+の生成機構 
 (5)  NP-TMS の ア セ ト ニ ト リ ル

CI-MS-MS 分析におけるフラグメン

テーションの解析 

２．研究の目的 
ノニルフェノールの内分泌撹乱性を大き

く左右する側鎖の分岐情報を GC-MS で得る

ことである。 
(6) NP 混合物の分析と解析 
 

 ４．研究成果 
３．研究の方法 分析した NP 異性体のトリメチルシリル誘

導体は以下に示した。項目ごとに記載する。 一般にNPのEIマススペクトルは、ベンジ

ル位で解裂が起こるためα位以外の構造情

報はほとんど得ることができない（下図）。 TMSO TMSO TMSO

NP9-TMS NP35-TMS NP36-TMS

TMSO TMSO

NP37-TMS NP38-TMS  

 

HO
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HO
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m/z 135 Rの構造？？？

 
本研究では、EI よりソフトなイオン化であ

る CI（化学イオン化）を用いて、より分子イ

オンに近いイオンを生成させ、タンデム質量

分析によりそのイオンの構造を解析するこ

とを計画した。さらに NP に加えてトリメチ

ルシリル化（TMS 化）した NP についても

検討を行った。検討項目を以下にまとめた。 

TMSO TMSO TMSO

NP65-TMS NP111-TMS NP112-TMS

 
(1) EI-MS 分析と解析 

 ① NP 

まず、α位がジメチル分岐した NP 異性体

について EI-MS 測定した。これらの異性体

（NP35、NP36、NP37、NP38、NP9、命名

は ref. 13 による）はそれぞれα位の構造が

同じで、メチル分岐の位置が異なる異性体で

ある。これらの異性体の EI-スペクトルにほ

とんど差はなく、すべての異性体が m/z 135

の安定なベンジルフラグメントを生じる。 

(1) EI-MS 分析と解析 

① NP 

② NP-TMS 

(2) イソブタン CI-MS 分析と解析 

① NP 

 ② NP-TMS 

 ③ NP-TMS のタンデム質量分析 
また、α位がエチルメチル分岐した 3 種類

の異性体（NP65、NP111、NP112、命名は

ref. 13）についても EI-MS 測定を行った。

(3) アセトニトリル CI-MS 分析と解析 

① NP 

 ② NP-TMS 



これらの異性体もまた、安定なベンジルフラ

グメント(m/z 149, 191)を生じ、異性体間の

マススペクトルに違いが無かった。つまり、

ノニル基のα位以外の部分の構造に関する

情報を読み取ることが出来ない。 

 ② NP-TMS 

GC で極性化合物を測定する場合、極性基

の誘導体化が行われる。NP の誘導体化とし

ては、一般的に、ヒドロキシル基の TMS 化

がよく行われる。 

 NP-TMS についても、α位がジメチル分岐

した 5 種類の異性体について EI-MS 測定を

行った。マススペクトルからは、安定なベン

ジルフラグメント（m/z 207）が顕著に生成

し、NP-TMS の EI-MS 測定でも、ノニル基

のα位以外の構造に関する情報は得られな

かった。 

(2) イソブタン CI-MS 分析と解析 

次に解裂を抑える目的でイソブタンを用

い 5 種類の NP もしくは 5 種類の NP-TMS

について化学イオン化を行った。 

① NP 
NPをイソブタンCI-MS測定した場合、

やはり安定なベンジルフラグメント

（m/z 135）が顕著に生成した。また、

わずかであるが、分子イオンピーク

[M+1]+（m/z 221）が生成した。しかし、

イソブタン CI-MS で NP を測定した場

合でも、異性体間のマススペクトルに違

いは無く、ノニル基の位以外の構造に関

する情報は得られなかった。 

② NP-TMS 
NP-TMS の場合にも、安定なベンジル

フラグメント（m/z 207）がベースピー

クとなり、その他のフラグメントからも、

異性体間でマススペクトルは生じなか

った。しかし、NP-TMS のイソブタン

CI-MS 測定では、[M+1]+（m/z 293）が

豊富に生成した。 

③  NP-TMS のタンデム質量分析 

イソブタン CI-MS で生成した分子量

関連イオン [M+1]+（m/z 293）が豊富に

生成したので、このイオンについて

CI-MS/MS 測定を行ったが、5 種の

NP-TMS のタンデムマススペクトルを

解析することは困難であった。 

(3) アセトニトリル CI-MS 分析と解析 

イオン化試薬にアセトニトリルを用

いた CI-MS で 5 種の NP および 5 種の

NP-TMS を測定した。 

① NP 
アセトニトリル CI-MS では、イソブ

タンでの [M+1]+が生成せず、代わって

[M+13]+(NP : m/z 233)が生成した。 

② NP-TMS 
NP と同様に、[M+13]+ (NP-TMS : 

m/z 305)が生成した。これは、分子イオ

ンピークより質量数が大きいことから、

NPもしくはNP-TMSに試薬イオンが付

加し生成したものと考えられる。 

③ NP-TMS のタンデム質量分析 

アセトニトリル CI-MS で生成した

[M+13]+(NP : m/z 233、NP-TMS : m/z 

305)のうち、特に豊富に生成した TMS

誘導体で CI-MS/MS 測定を行った。 

これら 5 種類の NP-TMS のうち、β

位（NP35-TMS）、γ位（NP36-TMS）

にメチル分岐がある異性体では、m/z 

305 から選択的に m/z 221 にフラグメン

テーションした。 

 

 

 

 

 

 



これら以外の異性体では、フラグメン

テーションが非選択的でスペクトルが

複雑であった。 

 

 

 

 

 

 

 
(4) フラグメンテーションの解析 

[M+13]+の生成機構を検討した。 

①  ベンゼン環の影響 

種々の化合物を検討した結果、ベンゼン

環のある化合物で、[M+13]+のイオンが生

成することがわかった。たとえば、ベンゼ

ン環を持たないアルコールの TMS 誘導体

では[M+13]+のイオンが生成しなかった。 

このことから、ベンゼン環は[M+13]+の

生成直接関与していることがわかった。 

②  反応イオンの影響 

CI 条件化においてアセトニトリルを試

薬ガスとして用いた場合、アセトニトリル

から発生するイオンのうち、どのイオンが

[M+13]+の反応イオンとして働いているか

について検討した。 

CI 条件化におけるアセトニトリルから

発生するイオンは m/z 40（CH2CN）、42

（CH3C=NH）、54（CH2=C－N=CH2）の

三種類である。 

   装置の設定により、反応させるイオン

をかえることにより、[M+13]+の生成に

は m/z 40（+CH2CN）が関与しているこ

とがわかった。 

③  標識化合物を用いた検討 

フェニル基の水素が重水素化された

NP-d4では、[M+12]+（m/z 308）のイオン

が生成したこと、アセトニトリルに代わり

CD3CN を用いた場合、 [M+15]+（m/z 307）

のイオンが生成したことから、[M+13]+の

イオンに関して次の事が分かった。 

  [M+13]+ = [M+CH2-H]+ 

  ここで、CH2はアセトニトリルから発生

した m/z 40 のイオンに由来しており、H

は NP のベンゼン環上の水素である。 

  [M+12]+ = [M+CH2-D]+ 

  [M+15]+ = [M+CD2-H]+ 

  また、[M+13]+のイオンが生成するには

ベンゼン環が必須条件であることから、

m/z 40 のイオン由来のメチレンは試料分

子のベンゼン環に付加していると思われ

た。 

④  [M+13]+の生成機構 

以上の検討から、考えられる[M+13]+ の

生成機構を下に示す。 

C9H19

TMSO

C NH2C

C9H19

TMSO
HH2C

C
N

C9H19

TMSO
CH2

TMSO

C9H19

- HCN

[M+13]+

 
アセトニトリルから発生した m/z 40 の

イオンが NP-TMS の酸素原子の o-位に求

電子攻撃をする。その後、求電子攻撃を受

けた炭素原子に結合していた水素原子が

CN 基と共に HCN の形で脱離する。その

結果生成した[M+13]+のイオンは、共鳴安

定化によりトロピリウムイオン構造を取

っていると考えられる。 

このような[M+13]+のトロピリウムイオ

ンの生成に関しては、既にイオン化試薬に

ジメチルエーテル（DME）（ref. 11）やテ

トラヒドロフラン（THF）（ref. 12）等を

用いた CI-MS では報告例がある。しかし、



アセトニトリルによる[M+13]+の報告例は

無く、本研究が初めてである。 

(5) NP-TMSのアセトニトリルCI-MS-MS分

析におけるフラグメンテーションの解析 

NP-TMS をアセトニトリル CI-MS で測定

したときに生成する[M+13]+（m/z 305）のイ

オンについて、CI-MS/MS 測定を行った。合

成した NP 異性体を用いて、フラグメントが

選択的な異性体とフラグメントが非選択的

な異性体に分類した。 

フラグメントが選択的な NP 異性体は、主

に①γ位が第 3 級の構造、②γ位が第 2 級で

β位が第 3 級の構造、という二つのグループ

に分けることができた。また、これらの NP

異性体のフラグメンテーションの質量電荷

比はそれぞれ、m/z 193(305-C8H16)、m/z 

221(305-C6H12)、m/z 235(305-C5H10)、m/z 

249(305-C4H8)、である事から、m/z 305 か

ら選択的にアルケンが脱離していることを

示唆している。 

[M+13]+の CI-MS/MS で、考えられるフラ

グメンテーション機構を以下に示す。 

 
 γ位が第三級の NP-TMS の場合、トロピ

リウムイオンから、ノニル基のγ位へのカチ

オン転位が生じる。その後、ノニル基の開裂

によって、多置換アルケンが脱離する。さら

に、カチオン部分は転位により安定なトロピ

リウムイオン構造をとると考えられる。 

 γ位が第二級でβ位が第三級の NP-TMS

の場合も、同様の機構でフラグメンテーショ

ンをする。 

 これら以外の NP-TMS の場合、より不安

定なカチオンへのカチオン転位、もしくは、

安定な多置換アルケンが脱離しない、という

構造上の制約があるため、フラグメンテーシ

ョンが非選択的になったものと考えられる。 

 β位とγ位の分岐で以下の表にまとめた。 

 

γ炭素 
 

2 級 3 級 4 級 

2 級 非選択的 選択的 非選択的

3 級 選択的 選択的 非選択的

β

炭

素 4 級 選択的 選択的 非選択的

*表中背景がグレーのセルは機構より推定。 

 
(6) NP 異性体混合物（NPmix）の分析と

解析 

アセトニトリル CI-MS/MS 測定を行った

が、これだけではやはり情報量が不十分であ

った。原因は、GC での分離が不十分である

ことおよび、含有率が少ない異性体が他の異

性体と分離が不十分である場合特に解析が

困難であった。そこで、EI-MS 測定とアセト

ニトリル CI-MS/MS 測定を併用することに

より、市販の NP 異性体混合物（NPmix）中

の未知異性体の構造解析を行った。 

m/z 305
[M+13]+

m/z 221
[M+13-C6H12]+

さらに、NPmix の NMR 測定から、α位が

第 2 級、第 3 級の構造の場合、ベンジルプロ

トンが存在するが、測定から、NPmix 中で

α位が第 2 級、第 3 級の構造の異性体の含有

率を推測したところ、3.5%以下であることが

分かり、NPmix 中の異性体の大部分はα位

が第 4 級の構造であると推定された。このこ

とは、合成時の機構とも矛盾しない。α位が

第 4 級の構造である異性体は 40 種類である



（ジアステレオマーは除く）。この前提条件

と EI と CI の情報を併用し解析を行った。 

このようにして構造を限定していくこと

により、以下の構造の NP の存在を確認する

ことができた。 

また、未知異性体

の主要なピークの構

造を数種類に限定す

ることもできた。 

さらにこれまで他の研究グループにより

報告された異性体も、確認することができた。 

今後は、他の化合物への応用、他の試薬ガ

スでの検討など広がっていくと期待される。 
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