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概要 

 免疫組織化学法は抗原－抗体反応という特異的な結合反応を利用し，目的とするタンパク質の細胞内およ

び組織内の局在を検出する手法である．近年では特に蛍光抗体法を用いて，一つの標本で 2 種あるいは 3 種

といった異なった物質の特異的鑑別が可能であり，生物学的研究領域において幅広く活用されている．蛍光

抗体法で多重染色を行う場合には，反応動物種が異なる二次抗体を複数使い，各抗原を区別して検出するた

め，各一次抗体の免疫動物は異なっている必要がある．その為，これまで同一免疫動物抗体を二重染色する

事は出来なかった．実績のある抗体が同じ免疫動物であることも多く，抗体を新たに変更する労力は計り知

れない．そこで，パーキンエルマー社の TSA(Tyramide Signal Amplication)というシグナル増幅法を応用するこ

とで，同一免疫動物抗体の二重染色が可能であったので，その方法を紹介する． 

 

1. 原理 
 通常の免疫染色（蛍光抗体法）は異なる免疫動物抗体（一次抗体）をメーカー推奨の濃度に希釈して反応

させる．次にそれぞれの一次抗体に交差性のある蛍光二次抗体を同じく希釈して混ぜあわせて反応させる事

で二重染色を行う（図 1）． 

図 1. 蛍光抗体法の原理 

 

しかし，同一免疫動物種の２つの一次抗体を用いた場合は二次抗体の色を変えても，いずれの二次抗体にも

交差性があるため，色分けして標識することが出来ない（図 2） 



図 2．同一動物種を用いた場合の標識結果 

 

そこで，本法はパーキンエルマー社が特許を有する TSA シグナル増幅法を応用して，一つ目の抗原に対して

通常の二次抗体が標識出来ないほど一次抗体を希釈して使用し，TSA でシグナル増幅して検出した上でもう

一度別の一次抗体・二次抗体を通常の蛍光抗体法を用いて標識する． 

TSA シグナル増幅は，通常の抗体濃度の 1/10 から 1/100 希釈で使用が可能で，免疫組織染色において一次抗

体を反応させた後に，西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）標識の抗体などを用い，標識チラミドを作用さ

せる．チラミドはHRPの産生する過酸化水素によりラジカル化され，標的近傍の組織に存在するアミノ酸（Tyr

や Trp）の芳香環と共有結合を形成し，HRP の周辺にのみチラミドが多数沈着する．その後，蛍光シグナル

を検出することで，シグナルが増幅される（図 3）． 

 
図 3．TSA シグナル増幅法の原理（パーキンエルマー社カタログより） 



2. 方法 
2.1. 抗体希釈濃度の決定 

TSA シグナル増幅を使用する一次抗体（この場合 Rabbit 抗 A 抗体とする）を希釈し，通常の蛍光抗体法で

二次抗体を用いて可視化されない濃度を決定しておく． 

2.2. 染色プロトコール 

 

図 4. 染色プロトコール 



3. 利点と欠点 
利点としては，TSA は極めて強い増感作用のため，蛍光色素の退色などの影響を気にすることなく，簡単

に多重染色が行え，また一次抗体の使用量が減らせるため低コストである．一方，欠点としては，行程に時

間がかかること，1 回目の抗体希釈濃度決定をする手間がかかること，そしてバックグラウンドが高くなる

こともが挙げられる．また，常に特異的鑑別ができているかをチェックする必要があるため，ネガティブコ

ントロール（2 回目一次抗体を抜いて染色）の作成が必要である． 

 

4. まとめ 

同一動物種で作られた 2 つの抗体を，パーキンエルマー社 TSA シグナル増幅法を応用すれば蛍光抗体法に

おいて色分けして標識することが出来る．本方法は貴重な抗体や実績のある抗体を変える必要がなく，かつ

抗体の節約にもなる画期的な染色法である．  
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