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Illumina Single Cell 
3' RNA Prep
접근성과 확장성이 뛰어난 scRNA-Seq

숙련도와 상관없이 모든 사용자가 완료할 수 있는 간단하고 
합리적인 가격의 벤치탑 워크플로우

더 많은 유전자와 전사물을 검출하는 높은 assay 민감도

최대 수십만 개의 세포를 비용 대비 효과적으로 처리해 
희귀 세포 유형 발견 가능



Illumina Single Cell 3' 
RNA로 포획

Illumina Single Cell 
라이브러리 프렙 키트

NextSeq™ 550 시스템,
NextSeq 1000 & NextSeq 
2000 시스템,
NovaSeq™ 6000 시스템,
NovaSeq X 시리즈

DRAGEN™ Single Cell 
파이프라인,
Partek™ Flow™,
Illumina Connected 
Analytics

샘플 준비 라이브러리 준비 시퀀싱 데이터 분석
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소개 
단일세포 RNA 시퀀싱(Single-cell RNA sequencing, 줄여서 
scRNA-Seq)은 단일세포 포획 및 바코딩을 차세대 시퀀싱(next-
generation sequencing, NGS)과 결합한 것으로, 복합적인 
조직에 대한 고해상도 이미지를 제공합니다. 연구자들은 scRNA-
Seq을 활용해 이질적인 세포 군집(heterogeneous cell 
population)을 연구하고 희귀 세포 유형을 발견하며 세포 
레벨에서 질병 및 발달 과정의 특징을 확인할 수 있습니다. 하지만 
특수 자본 장비의 필요성, 높은 시약 가격, 제한된 확장성으로 
인해 단일세포 시퀀싱의 광범위한 도입이 쉽지 않았습니다. 이제 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep으로 단일세포 시퀀싱의 
도입이 가속화될 것입니다.

Illumina Single Cell 3' RNA Prep*은 복잡한 워크플로우나 
미세유체(microfluidics) 기술 없이 단일세포 mRNA 포획, 
바코딩, 라이브러리 준비를 할 수 있도록 해 줍니다. Illumina의 
시퀀싱 및 인포매틱스(informatics, 정보학) 솔루션이 결합되어 
있는 Illumina Single Cell 3' RNA Prep은 사용이 쉽고 확장이 
가능한 워크플로우(그림 1)를 제공함으로써 더 많은 랩의 고성능 
scRNA-Seq 도입을 돕습니다.

* Illumina Single Cell 3' RNA Prep의 기존 제품명: Fluent PIPseq V 3' Single Cell RNA 
Kit

접근성이 뛰어난 워크플로우
Illumina Single Cell 3' RNA Prep 워크플로우는 비용이 많이 
드는 미세유체 시스템이나 노동 집약적인 프로토콜이 필요하지 
않아 실행이 아주 간단합니다.1 연구자는 유연한 중단 지점 옵션을 
제공하는 간단한 수동 워크플로우를 통해 본인의 작업대에서 
단일세포 연구를 진행할 수 있습니다. 이 assay는 샘플 처리 전 
DSP-메탄올 고정(fixation)†을 지원하므로 시간 경과에 따라 
수집되거나 운송이 필요한 샘플을 사용하는 경우 scRNA-Seq 
실험의 유용성도 확장할 수 있습니다.  

Assay 원리 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep은 간단하고 확장 
가능한 단일세포 mRNA 포획 및 바코딩을 위해 새로운 
PIPseq™ chemistry를 사용합니다(그림 2).1 PIP은 
particle-templated instant partition의 약자로, 
하이드로겔 비드(hydrogel bead) 결합 후 바코드가 부착된 
올리고뉴클레오티드(oligonucleotide)를 포함하는 템플릿 
입자를 사용해 유화(emulsification)를 진행하는 assay입니다. 
샘플 준비 단계에서 관심 세포 현탁액(cell suspension)이 템플릿 
입자 및 오일과 혼합된 후 볼텍싱을 통해 템플릿화된 유화액 
(emulsion)으로 분리됩니다. 유화액 내 세포가 용해되면, 
바코드가 부착된 템플릿이 mRNA를 포획합니다. 이후 유화액이 
분해되고 포획된 mRNA에서 역전사(reverse transcription) 
과정을 통해 cDNA가 생성되며 증폭(amplification)을 거치면 
각각의 세포에 대한 cDNA 라이브러리가 만들어집니다. 그다음 
단일세포 cDNA 라이브러리는 일반적인 라이브러리 준비 

† DSP: dithiobis(succinimidyl propionate), 디티오비스(숙신이미딜 프로피오네이트)

그림 1: Illumina Single Cell 3' RNA 워크플로우



세포 현탁액 준비 PIP 내 세포 포획 용해 및 mRNA 포획 cDNA 합성 라이브러리 준비
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방법을 사용해 시퀀싱 라이브러리로 처리된 
후 NGS 분석이 진행됩니다. 마지막으로 
시퀀싱 데이터는 DRAGEN Single Cell 
파이프라인과 Partek Flow 소프트웨어로 
분석됩니다.

고품질 성능 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep은 
높은 전사물(transcript) 및 유전자 분석 
민감도(sensitivity)를 기반으로 고품질의 
데이터를 제공합니다(그림 3, 그림 4, 표 1). 
섬세한 분리 기술은 보통 다른 방법이 
놓치는 연약한 세포를 검출할 수 있습니다. 
최신 버전의 PIPseq chemistry는 주변 
RNA(ambient RNA) 백그라운드를 줄여, 
특정 유형의 세포 내 유전자 및 전사물의 
분석 민감도를 30% 향상시키고2 시퀀싱 
artifact는 감소시켜 더욱더 유용한 NGS 
데이터를 확보해 줍니다.

그림 2: PIPseq chemistry를 이용한 단일세포 mRNA 포획 및 바코딩

그림 3: 단일 세포에서 mRNA를 포획하는 고해상도 scRNA-Seq

NIH 3T3(마우스) 및 HEK 293(인간) 세포주를 혼합한 배양체의 (A) 바코드 순위 플롯 
(barcode rank plot)과 (B) 산점도(barnyard scatter plot)를 나타낸 것으로, Illumina 
Single Cell 3ʹ RNA Prep T2 키트 사용 시 4,106개의 세포가 검출되었으며 80%의 
포획률을 보였고 5% 미만의 멀티플렛(multiplet, 즉 하나의 반응에서 두 개 이상의 세포 
포획)이 확인됨

샘플 준비 단계에서 관심 세포 현탁액이 템플릿 입자 및 오일과 혼합된 후 볼텍싱을 통해 
유화액으로 분리됩니다. 유화액 내 세포가 용해되면, 템플릿 입자와 결합된 후 바코드가 부착된 
올리고뉴클레오티드가 mRNA를 포획합니다. 포획된 mRNA는 역전사 과정을 거치고, 이후 정해진 
사이클로 수행된 PCR, 절편화(fragmentation), 어댑터 라이게이션(adapter ligation) 및 증폭을 
통해 cDNA 라이브러리가 생성됩니다. 시퀀싱이 완료되면, DRAGEN Single Cell 파이프라인 및 
Partek Flow 소프트웨어가 데이터를 분석합니다. 분석 소프트웨어는 요약 메트릭스(summary 
metrics), 클러스터링 플롯(clustering plot), 차등 유전자 발현 표(differential gene 
expression table), 일반적인 특징-바코드 매트릭스(feature-barcode matrix)를 생성합니다.
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유연성과 확장성을 갖춘 솔루션 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep에는 볼텍스 믹서 
기반의 간단한 방법이 사용되므로 비용 대비 효과적으로 
연구 규모를 확장할 수 있습니다. 더 많은 세포를 
처리하려면, 더 용량이 큰 PIP 튜브를 사용하면 됩니다.1 
수백에서 수십만 개의 세포를 광범위하게 처리할 수 
있어, 선행 연구나 세포 다양성(cell diversity)이 낮은 
프로젝트에서 복합 조직 분석까지 다양한 연구 요구 사항을 
충족하는 솔루션입니다.1 현재 제공되는 키트별로 샘플당 
프로파일링할 수 있는 최대 세포 수는 T2 키트가 2천 개, 
T10 키트가 1만 개, T20 키트가 2만 개, T100 키트가 
10만 개입니다. 이 assay의 향상된 세포 처리량은 희귀 
세포 유형의 발견 가능성을 높여 줄 수 있습니다(그림 5). 
또한 96개의 고유한 듀얼 인덱스(unique dual index, 
UDI)가 지원되므로 샘플 멀티플렉싱(multiplexing)으로 
대량의 샘플을 동시에 처리할 수 있습니다(표 2). 

(A) 냉동 보존된 인간 말초 혈액 단핵 세포(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)의 균일한 매니폴드 근사 및 투영(uniform manifold approximation and 
projection, UMAP) 결과를 나타낸 것으로, Illumina Single Cell 3ʹ RNA Prep 
T20 키트 사용 시 31,613개의 세포가 검출되었고 79%의 포획률을 보여줌. (B) 냉동 
조직에서 얻은 마우스 뇌 핵의 UMAP 결과를 나타낸 것으로, Illumina Single Cell 3ʹ 
RNA Prep T100 키트 사용 시 15만 5천 개의 핵이 검출되었고 78%의 포획률을 보여줌

그림 4: 실험 규모와 애플리케이션에 적합한 고해상도 scRNA-Seq

세포 유형 키트 사이즈 시퀀싱 시스템 크기 리드 수 세포 수 세포당 리드 수

HEK/3T3 T2 NextSeq 2000 시스템 9.8 Gb 140M 3611 38,633

HEK/3T3 T10 NextSeq 2000 시스템 23.6 Gb 333M 10,723 31,140

PBMC T10 NovaSeq 6000 시스템 390 Gb 2.7B 14,307 190,526

PBMC T20 NovaSeq X Plus 시스템 81.3 Gb 674M 31,613 21,314

마우스 뇌 핵 
(고정) T20 NextSeq 2000 시스템 39.5 Gb 590M 34,596 17,041

마우스 뇌 핵 T100 NextSeq 2000 시스템 176.6 Gb 2.6B 155,000 17,068

표 1: Illumina 시퀀싱 시스템 사용 시 성능이 확인된 Illumina Single Cell 3' RNA Prep
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단일세포 연구 애플리케이션
Illumina Single Cell 3' RNA Prep의 우수한 접근성, 정밀도 
및 분석 민감도는 새로운 연구와 발견을 가능하게 합니다. 보다 
많은 세포를 처리하는 역량은 정상 상태와 질병 상태의 세포 
지도(cell atlas) 프로젝트를 가속화하고 유전체 규모의 기능 
유전체학 스크리닝(functional genomics screening)을 
지원할 수 있습니다. 특히 암, 면역학, 신경과학 및 기타 복합 
질환을 연구하는 랩은 광범위한 scRNA-Seq 도입으로 많은 
혜택을 볼 것입니다.3-9 

신경과학 연구에서의 scRNA-Seq 활용 

신경 조직은 한 유기체의 일생 동안 지속적인 재구성 
(reorganization) 및 재형성(remodelling)을 거치는 다양한 
세포 유형으로 복잡하게 구성되어 있습니다. scRNA-Seq은 
전사 민감도를 기반으로 신경 세포군의 정확한 다양성을 
분류하는 유용한 도구로, 다음에 대한 중요한 통찰력을 
제공합니다. 

• 신경발달성 질환(Neurodevelopmental disease)과 
신경퇴행성 질환(neurodegenerative disease)9

• 특정 신경 세포군의 알려지지 않은 역할9 

• 신경 면역 세포(Neuroimmune cell)가 질병 및 발달에 미치는 
영향10

(A) 미세유체 기반의 scRNA-Seq으로 2만 개의 세포를 분석한 결과, 마우스의 뇌 핵에서 19가지의 특정 세포 유형이 확인됨. (B) 동일한 마우스의 뇌 핵 샘플을 사용해 
Illumina Single Cell 3ʹ RNA Prep으로 12만 개가 넘는 세포를 분석한 결과, 42가지의 특정 세포 유형이 확인됨(미세유체 기반 scRNA-seq로 확인된 19가지 세포 유형 
중 17가지와 추가로 확인된 25가지의 세포 유형)

그림 5: Illumina Single Cell 3' RNA Prep이 확장한 실험 규모를 기반으로 발견된 더 많은 세포 유형

암 연구에서의 scRNA-Seq 활용

암은 복잡한 세포군이 관여하는 다양한 동적 질병입니다. 암을 
유도하는 세포 유형과 변이를 이해하려면 정교한 분석 방법이 
필요합니다. scRNA-Seq은 다음과 같은 분석 시 필수적인 도구로 
사용되어 왔습니다. 

• 종양 미세환경(microenvironment)의 이질성(heterogeneity) 
상세 분석4,5,11,12

• 새로운 암 바이오마커(biomarker)의 발견13,14 

• 면역요법(Immunotherapy) 및 약물 저항성(drug resistance) 
메커니즘의 이해3

면역학적 연구에서의 scRNA-Seq 활용

면역 체계는 병원체(pathogen)의 식별, 표적화 및 제거를 위해 
함께 활동하는 다양한 세포 유형으로 이루어진 복잡한 계층 구조로 
되어 있습니다. 연구자들은 다음과 같은 분석 시 scRNA-Seq을 
활용해 볼 수 있습니다. 

• 면역 세포군의 발달 및 분화(differentiation) 경로 이해15

• 면역 세포군의 역할 및 기능 파악12,16

• 병원체에 대한 면역 반응 연구6
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멀티오믹스 애플리케이션 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep은 다른 멀티오믹스 
(multiomics) 분석 방법에도 사용할 수 있습니다.1,17 
이 assay를 활용하면 맞춤화된 단일세포 연구 시 포획된 
mRNA를 재분석할 수 있습니다. 또한 역전사 과정에서 생성된 
cDNA는 하이드로겔 비드에 결합된 상태로 유지되므로 
추가적인 인리치먼트(enrichment) 또는 증폭 반응에 재사용해 
볼 수 있습니다. 이러한 실험적 유연성은 연구자가 다른 단일세포 
분석 방법 사용 시 직면하는 예산적, 기술적 제약 없이 더 큰 
규모의 다양한 멀티오믹스 연구를 수행할 수 있도록 해 줍니다.

요약 
단일세포 NGS 분석은 암 연구, 면역학 연구, 신경과학 연구 
등 수많은 연구 분야에서 새로운 발견의 가능성을 열어줍니다. 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep은 초보 연구자와 숙련된 
연구자 모두의 발견 역량을 강화해 줄 수 있는 접근성과 우수한 
확장성을 갖춘 scRNA-Seq 솔루션입니다. Illumina Single 
Cell 3' RNA Prep의 간단한 수동 워크플로우는 mRNA 포획, 
바코딩 및 라이브러리 준비 단계를 포함하며, Illumina 시퀀싱 
시스템 및 데이터 분석 소프트웨어와 원활하게 통합됩니다. 
Illumina Single Cell 3' RNA Prep의 뛰어난 성능과 사용 
용의성은 더 많은 랩에 scRNA-Seq 기술을 도입할 수 있는 
기회를 제공할 것입니다.

상세 정보
Illumina Single Cell 3' RNA Prep

단일세포 RNA 시퀀싱
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시퀀싱 시스템 NextSeq 550 NextSeq 1000/2000 NovaSeq 6000 NovaSeq X

플로우 셀 Mid High P1 P2 P3b P4b SP S1 S2 S4 1.5B 10B 25B

플로우 셀당 데이터 
아웃풋(리드 수) 130M 400M 100M 400M 1.2B 1.8B 800M 1.6B 4.1B 10B 1.6B 10B 26B

키트 사이즈 플로우 셀당 처리 가능한 샘플 수

T2 3 10 2 10 30 45 20 40 102 250ᶜ 40 250ᶜ 650ᶜ

T10 - 2 - 2 6 9 4 8 20 50 8 50 130ᶜ

T20 - 1 - 1 3 4 2 4 10 25 4 25 65

T100 - - - - - - - - 2 5 - 5 13

a. 포획한 세포당 리드(read) 수 2만 개를 기준으로 계산한 값을 나타냄. T2 키트는 2천 개의 세포 포획 및 샘플당 40M 개의 리드가 요구됨. T10 키트는 1만 개의 세포 포획 및 샘플당 200M 개의 리드가 요구됨. 
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b. P3 및 P4 플로우 셀은 NextSeq 2000 시스템에서만 사용 가능함 
c. Illumina Single Cell Unique Dual Indexes는 96개의 샘플을 위한 96개의 인덱스를 제공함. 개별 레인(lane) 로딩 기능을 지원하므로 플로우 셀당 96개가 넘는 샘플의 처리가 가능함. NovaSeq 6000 
시스템에서 개별 레인 로딩 기능을 사용하려면 NovaSeq 6000 Xp Workflow를 선택해야 함

표 2: Illumina Single Cell 3' RNA Prep의 플로우 셀당 샘플 처리량 예시ᵃ
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제품명 카탈로그 번호 

Illumina Single Cell 3' RNA Prep, T2 (8 samples, 2000 cells/sample) 20135689

Illumina Single Cell 3' RNA Prep, T10 (8 samples, 10,000 cells/sample) 20135691

Illumina Single Cell 3' RNA Prep, T20 (4 samples, 20,000 cells/sample) 20135692

Illumina Single Cell 3' RNA Prep, T100 (2 samples, 100,000 cells/sample) 20135693

Illumina Single Cell Unique Dual Indexes (96 indexes, 96 samples) 20132788

Illumina Single Cell Nuclei Isolation Kit (4 samples) 20132795

Illumina Single Cell Supplemental Enrichment and Amplification Kit 20132794

Single Cell Vortexer and Accessories 20145920
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