
Cell segmentation-free in 
situ spatial transcriptomics 
data analysis using SSAM

박정빈 _ 부산대학교



본 강의 자료는 한국생명정보학회가 주관하는 BIML 2026 워크샵을 목적으로 

제작된 것으로 해당 목적 이외의 다른 용도로 사용할 수 없음을 분명하게 알립니다.

이를 다른 사람과 공유하거나 복제, 배포, 전송할 수 없으며 만약 이러한 사항을 위반할 경우 

발생하는 모든 법적 책임은 행위자 본인에게 있음을 알립니다.



KSBi-BIML 2026
Bioinformatics & Machine Learning (BIML) Workshop for Life Scientists

한국생명정보학회가 주최하는 BIML-2026 동계 Bioinformatics &Machine Learning 교육 워크숍에 

여러분을 초대합니다. 

BIML 워크숍은 생명정보학 연구자들이 최신 AI바이오 분야의 인공지능 기반 분석 기술과 바이오 

데이터 분석 기법을 이론과 실습을 통해 체계적으로 배울 수 있는 전문 교육 프로그램입니다. 

2015년에 시작된 BIML 워크숍은 올해로 12년 차를 맞이하며, 국내 생명정보학 분야의 최초이자 최고 

수준의 교육 프로그램으로 자리 잡았습니다. 이번 워크숍은 크게 인공지능바이오(AI바이오) 분야와 

디지털바이오 분야, 두 분야로 구성됩니다. 

AI바이오 분야에서는 생명정보 분석에 폭넓게 응용되고 있는 다양한 인공지능 기반 자료 모델링 

기법을 다룰 예정입니다. 특히, 인공지능 심층학습을 활용한 단백질 구조 예측, 유전체 분석, 신약 

개발에 대한 이론 및 실습 강의가 진행됩니다. 

또한 디지털바이오 분야에서는 단일세포오믹스, 공간오믹스, 멀티오믹스, 메타오믹스에 대한 강의도 

마련되어 있어, 연구자들의 분석 역량 강화에 실질적인 도움을 줄 것으로 기대됩니다. 

또한 2024년부터 추가된 의료정보 자료 분석을 다루는 강의를 올해도 지속해서 운영하고자 합니다. 

이는 최근 의료정보 자료 분석에 관한 연구 수요 증가를 반영한 것으로, 관련 연구를 수행하는 

의과학자 및 의료정보 연구자들에게 유용한 지침을 제공할 것입니다. 

또한, 올해도 생명정보학 기술의 다양화에 발맞춰 온라인 강좌를 대폭 확대했습니다. 올해는 무료 

강좌 10개를 포함한 총 40개 이상의 강좌가 개설되며, 연구 주제에 맞는 강좌 추천과 강연료 할인 

혜택도 제공합니다.

BIML-2026는 국내 주요 연구 중심 대학의 전임 교수 및 각 분야 최고 전문가들의 강의로 구성되어 

있으며, 기초 이론부터 최신 연구 동향까지 아우르는 심도 있는 교육의 장이 될 것으로 확신합니다. 

여러분의 많은 관심과 참여를 기대합니다!

2026년 2월

한국생명정보학회장 류 성 호



강의개요

Cell segmentation-free in situ spatial 
transcriptomics data analysis using SSAM

최근 등장한 공간전사체 (Spatial transcriptomics) 분석은 기존 단일세포 전사체 (Single-cell 

transcriptomics) 기반 분석법에서는 쉽게 이해하지 못했던 공간상의 세포-세포 상호작용을 이해할 

수 있는 지평을 열었다. 특히 최근 들어서는 Xenium, MERSCOPE, CosMX 등 in situ 이미징 기법

에 기반한 몇가지 상업화된 도구들이 출시됨으로써 그 접근성이 개선되어 더욱 주목받고 있다.

본 강의에서는 이러한 in situ 기반 공간전사체 데이터를 분석하는 데에 있어 여러가지 한계점들 

중 가장 큰 문제 중 하나로 지적되는 cell segmentation 없이도 공간상에 존재하는 cell type 을 

분석할 수 있는 기법인 SSAM의 동작 원리를 설명하고, 이를 활용하여 데이터를 실제로 처리할 

수 있는 방법을 설명함으로써 이를 통해 공간상에서의 cell type의 분포 등을 시각화 하는 방법을 

배운다.

 

강의는 다음의 내용을 포함한다:

  ⚫ 공간전사체 개요 및 기법 소개

  ⚫ SSAM 의 동작 원리 설명

  ⚫ SSAM 에 기반한 cell type 분석 방법 설명

  ⚫ 분석 결과 시각화 방법 소개

* 참고강의교재: 없음

* 교육생준비물: Google Colaboratory

* 강의 난이도: 초급

* 강의: 박정빈 교수 (부산대학교 의생명융합공학부)
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KSBi-BIML 2024

Cell segmentation-free in situ spatial transcriptomics data
analysis using SSAM

부산대학교
박정빈

2

Overview

Chapter 1. Spatial Transcriptomics Overview & Methods

Chapter 2. Spatial Transcriptomics Data Analysis w/ SSAM
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4

Cell types

• What is cell type?

• Cells with different shapes and functions
              → Cells having different gene expressions profiles

…

Astrocytes Oligodendrocytes Neurons

Cell type images from Wikimedia common

3

Chapter 1. 
Spatial Transcriptomics Overview & Methods
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6

Overview

5

Cell types

• What is cell type?

• Cells with different shapes and functions
              → Cells having different gene expressions profiles

…

Astrocytes Oligodendrocytes Neurons

Cell type images from Wikimedia common

Really?
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Single-cell omics

• 최신 미세유체학 기법 기반

• 각 세포들 간의 차이 확인 가능

• 거대 컨소시엄들이 생겨남

  인간의 모든 세포들의 지도를 만드는 프로젝트!

7

Overview

Single-cell omics (2015년경)

생명의 기본 단위인 세포를 각각 
구분하여 시퀀싱이 가능해짐



- 5 -

10

Single-cell omics

• Scverse

• 단일세포 분석 필수 도구 모음

• https://scverse.org/

9

Single-cell omics

• Scverse

• 단일세포 분석 필수 도구 모음

• https://scverse.org/
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12

Spatial Omics

• 단일세포체학 + 공간차원

• 개별 세포들 간의 차이를 확인

                       +

각 세포의 위치까지 확인가능

• 현재 가장 각광받고 있는 오믹스 기술!

11

Human Cell Atlas

• 인간의 모든 세포들의 지도를 만드는 프로젝트

• 현재 생물학계에서 가장 큰 프로젝트 중 하나

• Aviv Regev, Sarah Teichmann 등 세계적인 생명정보학자들이 주도

• https://www.humancellatlas.org/learn-more/governance/
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14

Spatial Omics

• Spverse

• 공간체학 분석 필수 도구 모음?

• https://spatialomics.github.io/

13

Spatial Omics

• SpaceTx 컨소시엄

• 공간전사체학 실험 및 분석 방법론 비교 분석 / 표준 정립

• https://spacetx.github.io/

• Our group: Final Analysis / Paper Writing 그룹

• Allen Institute for Brain Science 주도, Chan-Zuckerberg Initiative 지원

• 인간/생쥐 전체 뇌 공간체학 지도 제작 목표
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Single Cell & Spatial Omics Korea (SCSOK)

15

Spatial Omics

• Spverse

• 공간체학 분석 필수 도구 모음?

• https://spatialomics.github.io/
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18

Spatial Transcriptomics Methods

ISS-basedFISH-Based

1. Sequential RNA FISH

- osmFISH

- RNAScope

2. Combinatorial FISH

- MERFISH 

(MERSCOPE)

- seqFISH+

1. In Situ Sequencing (ISS)

2. Xenium (FISSEQ + ISS)

3. STARmap

4. ExSeq

NGS-based

1. Visium

(formerly Spatial 

Transcriptomics)

2. STomics (Stereo-seq)

3. Pixel-seq

4. Seq-Scope

17

Single Cell & Spatial Omics Korea (SCSOK)
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20

osmFISH

19

Spatial Transcriptomics Methods

Sequential FISH-based Methods

osmFISH and RNAScope
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22

osmFISH

21

osmFISH
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RNAScope

23

RNAScope
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MERFISH (MERSCOPE)

25

Spatial Transcriptomics Methods

Combinatorial FISH-based Methods

MERFISH (MERSCOPE) and seqFISH+
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SeqFISH+

27

MERFISH (MERSCOPE)
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Spatial Transcriptomics Methods

ISS-based Methods

In Situ Sequencing (ISS), FISSEQ, Xenium, etc.

29

SeqFISH+
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In Situ Sequencing (ISS)

31

In Situ Sequencing (ISS)
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10X Xenium

33

Fluorescent in situ sequencing (FISSEQ)
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36

StarMAP

35

10X Xenium

10X Xenium = ISS + FISSEQ

https://www.genomeweb.com/sequencing/10x-genomics-acquire-readcoor-350m-cartana-412m
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38

ExSeq

37

StarMAP
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40

Spatial Transcriptomics Methods

NGS-based Methods

Visium, STOmics, Seq-Scope

39

ExSeq
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42

Visium

41

Visium
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STOmics (Stereo-seq)

43

STOmics (Stereo-seq)
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Seq-Scope

45

Seq-Scope
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48

Spatial Resolution of Visium

Visium Seq-Scope

When the spatial resolution is not sufficient to distinguish single cells (e.g., Visium),
you will need deconvolution methods (e.g., Cell2location, Tangram, etc.)

Read this benchmark result: 
https://www.nature.com/articles/s41592-022-01481-8

47

Methods Summary

ISS-basedFISH-Based

- Resolution
- 150 - 300nm

- Efficiency

- Sequential: ~100%

- Combinatorial: 70 - 95%

- Number of genes
- 10 - several hundreds

- Spatial throughput
- several mm2

- Resolution
- 0.5 - 1um

- Efficiency
- ISS: ~5%

- FISSEQ: ~0.005%

- ExSeq: 62% (compared to FISH)

- Number of genes
- 100 - 1,000

- Spatial throughput
- several mm2 - cm2

NGS-based

- Resolution
- 0.22 - 100um

- Efficiency
- Visium: 6.9% or higher

- Seq-Scope: 2.8x ~ 15.6x of Visium

- Stereo-Seq: 0.2x of Seq-Scope

- Number of genes
- Full transcriptome

- Spatial throughput
- several cm2
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50

Xenium vs. MERSCOPE vs. CosMx SMI

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.12.07.570603v2

“Overall, it appears that the out-of-the-box segmentation from Xenium performs poorly in terms of 
drawing cell boundaries specific to a single cell, while MERSCOPE and CosMx much more closely 
match cell boundaries.”

“Xenium and MERSCOPE provide more reliable true-positive signals of lowly expressed genes and 
that Xenium’s overall performance is less dependent on sample input quality than the other two 
platforms.”

49

Cell segmentation

정확한 세포의 경계 찾기 (Cell Segmentation) 가 매우 중요!
“Baysor” can improve cell segmentation, read:

https://www.10xgenomics.com/cn/resources/analysis-guides/using-baysor-to-perform-xenium-cell-segmentation
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52

Chapter 2. 
Spatial Transcriptomics Data Analysis w/ SSAM

51

Spatial Omics Data Analysis Workflow

Start

Is the spatial resolution 
good enough to capture 

single cells?

Cell segmentation
(Watershed, Baysor, etc.)

Deconvolution & Cell-type mapping
(Cell2location, Tangram, etc.)

Cell segmentation-free methods
(SSAM, etc.)

y

n

Cell type mapping
(Cell2location, Tangram, etc.)
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Spatial Transcriptomics

Poly-A image (all mRNAs)

Methods

- osmFISH

- MERFISH

- seqFISH+

Scatter plot of mRNAs
(33 genes, colored by genes)

53

Spatial Transcriptomics

Poly-A image (all mRNAs)
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Spatial Transcriptomics

1. 세포의 경계 찾기 (Segmentation)

2. 경계 안의 mRNA 개수 세기

단일세포전사체학  데이터와 같은 방식으로 분석 가능!

Cell segments, colored by cell types

55

Spatial Transcriptomics

1. 세포의 경계 찾기 (Segmentation)

2. 경계 안의 mRNA 개수 세기

단일세포전사체학  데이터와 같은 방식으로 분석 가능!



- 29 -

58

현 공간체학 분석방법의 문제점

• Segmentation 이 쉽지 않음

• Segmentation을 하지 않고 

공간상에서의 cell-type을 

분석할 수 있는 방법론 (SSAM) 

개발

Park et al. Nature Communications 12, 3545 (2021)

57

현 공간체학 분석방법의 문제점

• Segmentation 이 쉽지 않음

• Segmentation을 하지 않고 

공간상에서의 cell-type을 

분석할 수 있는 방법론 (SSAM) 

개발

Park et al. Nature Communications 12, 3545 (2021)
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60

Kernel Density Estimation

• i 번째 mRNA 상에 위치한 커널의 합으로 공간 밀도를 추정

• σ 는 밀도, N 은 mRNA 개수, K 는 커널, h 는 bandwidth 파라미터, xi 는 i 번째 mRNA 위치

•가우시안 커널

• 2*FWHM(σ) 이 세포의 지름과 비슷해지게 만드는 bandwidth 파라미터 h 선택

(세포의 지름 ~ 10um 으로 만들어주는 h=2 로 선택함)

59

SSAM
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Kernel Density Estimation

• 33 종류의 유전자를 쌓아올림
→ 33 차원 벡터필드

• i번째 유전자 발현량 (Ei):

61

Kernel Density Estimation
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클러스터링

주의: 각 점은 “벡터” 임 (세포가 아님)

Inhibitory neurons

Excitatory neurons

Astrocytes

Oligo-
dendrocytes

Vasculature

Immune
Ventricle

63

다운샘플링

3,380 x 2,080 = 7,030,400 vectors L1 maxima
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세포 타입 맵 (Cell-type map)

65

세포 타입 맵 (Cell-type map) 생성
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성능 비교

67

세포 타입 맵 (Cell-type map) - Ventricle 구조
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SSAM Guided-mode 분석

69

세포 타입 맵 (Cell-type map) 생성 – Guided Mode

Known cell-type signatures

- From single-cell RNA-seq data

- From segmentation-based analysis

Known cell-type signatures
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72

조직 구조 (domain) 분석

71

췌장 In situ sequencing 데이터 분석 (guided mode)

Gastroenterology 160(4) 1330-1344.E11, DOI: https://doi.org/10.1053/j.gastro.2020.11.010
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도메인 검증

73

조직 구조 (domain) 분석
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공간밀도추정 및 벡터 다운샘플링

1,790 x 1,790 x 9 = 28,836,900 vectors
(z=4 um)

L1 maxima

75

생쥐 시상하부 시각 교차 앞구역 (Preoptic area, MERFISH)

•생쥐 시상해부 시각교차앞구역  
(preoptic area, POA)

• 1.8mm x 1.8mm x 0.6mm

• MERFISH로 이미징한 mRNA 3D 위치

• 135 종 유전자
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결과 비교

SSAM de novo (z=3um) Moffit et al.

77

클러스터링
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Allen multiplexed smFISH 데이터

• SpaceTx 컨소시엄을 통해 생산된 데이터

•생쥐 일차시각피질 (VISp)

• multiplexed smFISH (osmFISH와 비슷) 기법으로 얻은 2D mRNA 위치

• 22 종의 유전자

79

3D 세포 타입 맵
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L4 IT 세포 타입의 분리

81

세포 타입 맵 (cell-type map)
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Acknowledgments

83

세포 타입 맵을 활용한 세포 경계 검출 (segmentation)
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86

튜토리얼

● 예제 데이터 내려받기

● https://s3.amazonaws.com/starfish.data.spacetx/spacetx-website/data/s
mFISH_Allen/s3_spot_table.csv

https://spacetx.github.io/

85

튜토리얼

pip install git+https://github.com/pnucolab/ssam

● SSAM 설치:

● Google Colab에서 SSAM 설치:

https://s3.amazonaws.com/starfish.data.spacetx/spacetx-website/data/s
mFISH_Allen/s3_spot_table.csv
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튜토리얼

● 예제 데이터를 형식에 맞게 변환하기

87

튜토리얼

● 예제 데이터 불러오기
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90

튜토리얼

● Local Maxima 찾기

● Local Maxima 확인하기

89

튜토리얼

● SSAMDataset, SSAMAnalysis 객체 생성하기

● KDE 실행하기
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92

튜토리얼

● Cell-type map 그리기

91

튜토리얼

● 클러스터링하기

● UMAP 그리고 확인하기
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94

튜토리얼

● Cell Segmentation 구하기 - Marker 찾기

93

튜토리얼

● Cell type 별 gene expression 구하기 (diagnostic plots)
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96

튜토리얼

● Cell Segmentation 기반 Cell-type Map 그리기

95

튜토리얼

● Cell Segmentation 수행하기
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98

튜토리얼

● Guided mode를 위한 데이터 불러오기

97

튜토리얼

● Guided mode를 위한 데이터 내려받기

https://spacetx.github.io/

● https://s3.amazonaws.com/starfish.data.spacetx/spacetx-website/data/s
mFISH_Allen/s3_cell_by_gene.csv

https://s3.amazonaws.com/starfish.data.spacetx/spacetx-website/data/s
mFISH_Allen/s3_cell_by_gene.csv
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100

튜토리얼

● ScanPy로 데이터 분석하기 (Single-cell 분석 튜토리얼 참고)

99

튜토리얼

● ScanPy로 데이터 분석하기 (Single-cell 분석 튜토리얼 참고)
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102

튜토리얼

● Centroid 기반 Cell-type map 생성하기

101

튜토리얼

● Centroid 기반 Cell-type map 생성하기
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103

튜토리얼

● Centroid 기반 Cell-type map 생성하기




