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TSA Plus System とは 
 
パーオキシダーゼのエンハンサーと反応バッファー(1x Plus Amplification Diluent)の至適化に

より、酵素の失活までの時間が延び、より多くのチラミド物質の組織への沈着が期待できま

す。エンハンサーは標識チラミドに添加されていますので、チラミドの再構成には Cyanine 3/ 
5 であっても DMSO を用いてください。通常の TSA System のコンポーネントと互換性は有

りませんので、ご注意下さい。 
 
A) TSA Plus DNP と TSA Biotin の差異 
 
ビオチンチラミドを用いる系と DNP チラミド系で得られる感度の差異は、当然のことながら

対象となるサンプルや関与する抗体・酵素やその使用条件によって異なってきます。また、

それぞれの TSA の系に対してどれだけ至適化してあるのかによっても差が見られます。 
 
NEN の研究者が複数回の in situ hybridization を行った限りでは、TSA Plus DNP のほうが 2 倍

から 10倍程度高感度であることが示されました。同じく免疫組織化学染色でもTSA Plus DNP
のほうが 2.5 倍から 10 倍高感度でした。主観的な判断ですが、TSA Plus DNP によって得ら

れたシグナルのほうが、TSA Biotin で得られたものよりもよりシャープであることがしばし

ばありました。 
 
TSA Plus DNP による感度の上昇が 2 倍程度であった場合、TSA Biotin に比べた感度の差はほ

とんど感じられません。期待通りの結果が得られないことがあるため、最初から TSA Plus 
DNP を使用するメリットは無いように思われます。たとえば、内在性ビオチンの存在が予想

され、ストレプトアビジンを介する反応系を回避したい場合や、TSA Biotin でわずかなシグ

ナルしか得られなかった場合に TSA Plus DNP を検討する価値があるものと思われます。 
 
通常の TSA system と同じですが、次の点に配慮して in situ hybridization を最適化することを

お勧めします。 
1. サンプルの内在性パーオキシダーゼのクエンチング 
2. 組織への浸透性 
3. プローブ濃度などのハイブリダイゼーション条件 

用いるプローブ濃度は通常の非アイソトープハイブリダイゼーションの場合の 10分の一

程度に落とすことにより良い結果が得られています。 
4. HRP 標識抗ハプテン抗体の希釈 
 
 
B) TSA Plus fluorescence と TSA fluorescence の差異 
 
感度比較 
a) 免疫組織化学(IHC) 
蛍光チラミドの入った TSA Plus は通常の蛍光 TSA システムよりも常に高感度で、多くの場

合 10 倍以上の感度を示しました。TSA Plus では、アフィニティーの高い一次抗体の場合、

通常使用の最高 100 倍まで希釈して使用できました。 
 
b) in situ ハイブリダイゼーション(ISH) 
通常のTSAシステムに比べ、はっきり表現できる感度の上昇は認められませんでしたが、TSA 
Plus で無ければ検出不可能な例も存在しました。通常の TSA システムでシグナルがでている

サンプルで TSA Plus を用いる場合、プロトコールにあるようにプローブ濃度を下げる、ある

いは HRP 標識抗ハプテン抗体濃度を下げることが必要となると思われます。 
 
通常の TSA システムでは、蛍光チラミドの反応は 5 分以内に終了し、それ以上インキュベー
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ションしても感度の上昇は望めませんでした。 
TSA Plus システムではインキュベーション時間を延ばすことにより増幅が望めます。もし室

温で 10 分間のインキュベーションによりほとんどバックグラウンドが無く、シグナルがわず

かに見えている状態であれば、インキュベーション時間を 20‐30 分間にすることによりシグ

ナルの増幅が見込まれます。 
あるいは、+4°C で最長 24 時間のインキュベーションにより、S/N 比の高い結果が得られる

こともあります。この場合、チラミド反応前の洗いに冷却バッファー(+4°C)を使い、さらに

冷却 1x Plus Amplification Diluent で希釈したチラミド試薬を添加し、+4°C でインキュベーシ

ョンするというものです。 
 
 
TSA Plus の内容 
 

TSA Plus DNP system 
Kit Name TSA Plus DNP (AP) 

System 
TSA plus DNP (HRP) 
System 

Kit Code NEL746A NEL746B NEL747A NEL747B 
Size (slides) 50 to 150 25 to 75 50 to 150 25 to 75 
Tyramide stock/ 
vial 

300 µL 150 µL 300 µL 150 µL 

Anti-DNP 
antibody 

150 µL 75 µL 150 µL 75 µL 

1x Plus 
Amplification 
diluent 

15 mL 7.5 mL 15 mL 7.5 mL 

Blocking 
reagent 

3 g 1.5 g 3 g 1.5 g 

 
TSA Plus 蛍光チラミドシステム 

Kit Name TSA Plus Fluorescein 
System 

TSA plus TMR System TSA Plus Cyanine 3 
System 

TSA Plus Cyanine 5 
System 

Kit Code NEL741 NEL741B NEL742 NEL742B NEL744 NEL744B NEL745 NEL745B 
Size (slides) 50 to 150 250 to 750 50 to 150 250 to 750 50 to 150 250 to 750 50 to 150 250 to 750 
Tyramide vials/ 
kit 

2 10 2 10 2 10 2 10 

Tyramide stock/ 
vial 

150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 

1x Plus 
Amplification 
diluent 

15 mL 5x 15 mL 15 mL 5x 15 mL 15 mL 5x 15 mL 15 mL 5x 15 mL 

 
Kit Name TSA Plus Cyanine 3 / 

Cyanine 5 System 
TSA Plus Cyanine 3 / 
Fluorescein System 

TSA Plus Cyanine 5 / 
Fluorescein System 

TSA Plus TMR / 
Fluorescein System 

Kit Code NEL752 NEL753 NEL754 NEL756 
Size (slides)/ 
each tyramide 

50-150 50-150 50-150 50-150 

Tyramide vials/ 
kit 

2 each, Cy3 and Cy5 2 each, Cy3 and FL 2 each, Cy5 and FL 2 each, TMR and FL 

Tyramide stock/ 
vial 

150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 

1x Plus 
Amplification 
diluent 

2x 15 mL 2x 15 mL 2x 15 mL 2x 15 mL 
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Kit Name TSA Plus Fluorescein Palette 
System 

Kit Code NEL760 
Tyramide Fluorescein, TMR, Cyanine 3, 

Cyanine 5 
Size (slides)/ each 
tyramide 

10 to 30 

Tyramide vial/ kit 1 each 
Tyramide stock/ vial 60 µL 
1x Plus Amplification 
diluent 

15 mL 

 
Tyramide stock の量は、DMSO で再構成した後の液量です。TSA Plus 蛍光チラミドシステム

には、Blocking reagent が含まれていませんので、別途 FP1020, 3g の購入が必要です。 
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