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北大水産業報
45(1)， 1-8. 1994. 

稚マナマコ (StiChOPU8japonicus)腸の発達と消化酵素
(ペプチダーゼとリバーゼ)の組織化学的発現

清水幹博$・三上育子*・高橋和寛“

Histochemical Detection on the Ontogenic Development of 

Digestive Enzymes in the Intestine of a Juveni1e 

Sea Cucumber Stichopus jα:ponicus 

Mo七ohiroSHIMIZUへIkukoMIKAMI * 
and Kazuhiro T AKAHASHI村

Abstract 

Activities of digestive enzymes such幽 peptid嗣eand lipase were histochemically 
de回制inintestines of抽出andcultured juvenile sea cucumber， Stichopus j叩onicus，in the 
determina七ionof on七ogenicdevelopmen七ofぬ.edigestive ac七ivityfor pro加 nsand lipids. 
The in七四七in田 ofspecimens larger七han0.008 g body weigh七weredividable in七othree p釘旬
such as anterior， mid and pos旬，riorin旬S七ines，while七hoseof specimens smaller七han0.004 g 
body weight were undifferentiaωd havingaぬinlayer of flaももenedepithelial cells. AIも，hough
adulもspecimenshad well-developed villi in all inぬ的ines，young specimens showed some 
varla七ionsamong七hethree ir山 stinesin villus-developmenも;villi of the anもeriorand mid 
ln旬stinesdeveloped somewhat earlier than七ha七ofthe pos七eriorintestine. 
Peptidase activiも'yw副叩nspicuousinぬediges七iveepithelium七hroughouもalJin testines 
in sp田imenslarger than 0.9 g body weighも， but revealed some variations amongもheも，hr帥
m旬stin田 insp田imenssmaller也岨 about0.2 g body weigh七;七he郁 tivi七，ydeveloped earlier 
in the anterior in加的me七hanin 0七herint闘もines. However， in even flaももeneddigestive 
epithelia of sp凹 imenssmaller七han0.004 g body weigh七，the pepもid副e蹴七lVlも'yw幽∞nfirmed
もoexist. Lipase臨もivitywas observed ωbe in七ensein the an七eriorand mid in七estines
七hroughou七allexamined sp配 imens，but i七developedsomewhat later in七heposもenorm民s-
tine 
The results obtained in七he∞urseof the pr田en七studysu鶴estthat small， juvenile S 

jap側 icush踊 alreadyprovided七hedigestive enzymes for pro飽insand lipids， and七heir
activities advance蹴 thevillus-formation progr剖 S田.

緒 言

マナマコ (Stich叩USJ叩側icus)は我が国沿岸漁業における有望な魚介類として注目され，その

食性や生息環境などについて多くの研究がなされている(木下・田中， 1939;山内， 1942;Tanaka， 

1958 ;雀・大島， 1961;網尾ら， 1989;浜野ら， 1989)。また，増養殖技術に関する試験研究も日

-北海道大学水産学部生理学生態学講座
(Lα伽伽"y01 Physiou鴨川 E印切;Fi側Zty01 F:ぬheries，Hokkα仙 Un問問ty)
“北海道栽培漁業総合センター
(Hokkαゆ Institute01 MaricuZt附)

-1  



北大水産実報 45(1)，1994. 

本各地の水産試験場で行われており，親ナマコの確保から産卵誘発，人工受精，幼性飼育にいた

る種苗栽培に関する基礎技術も多く蓄積されている(稲葉， 1937;菊地， 1937;囲内・松本， 1954; 

石田， 1979;酒井ら， 1980;小林， 1982;小林・石田， 1984;柳橋ら， 1984;田嶋， 1990)。しか

し，幼性飼育に伴う着底条件や餌料に関する問題など，稚ナマコの量産化については技術上の問

題がまだ残されている。

珪藻類やその他従来種々の増養殖対象生物で使用されてきた幾種類かの天然餌料は，ナマコの

餌料としてもその有効性が確認されている。しかし，これ等の天然餌料は生産に伴う設備，費用，

手間等の点で、稚マナコを大量生産するための餌料としては難がある。それ故，近年，人工餌料が

盛んに開発され，その有効性について各地の水産試験場や栽培センターで試験が行われている。し

かし，稚ナマコ自体の消化能力に関する研究は少ない。ナマコ類を含む練皮動物の消化酵素に関

する生化学的研究は多いが (Lawrence， 1982)，マナマコ (Stichopω jap側悶18)については雀

(1963)が成体の腸で2，3の消化酵素の存在を報告しているのみである。

本研究では，マナマコにおける消化能力の発達過程を知る目的で，稚マナマコの腸における消

化酵素(ベプチダーゼおよびリバーゼ)の発現およびその分布を組織化学的に明らか『こすること

を試みた。

材料と方法

本実験では北海道栽培漁業総合センター(北海道茅部郡鹿部町)で人工的に種苗生産された鮮

化後6ヵ月から 1年半の稚マナマコ (Stichopusjap倒的ω)，約30個体(体重， 0.001-5.41 g)を用

いた。また，対照として成体マナマコ， 5個体(体重， 82.38-132 g)を用いた。以下に述べる方法

で，体重，腸重量の測定および腸の組織学的並びに消化酵素(ベプチダーゼ，リバーゼ)の組織化

学的観察を行った。

体重および腸重量の測定

ナマコの体表水分を漉紙で取り除いた後，体重を測定した。その後，腹側体壁中央を縦に切開

して消化管を露出し，口腔後方の環状水管に取り巻かれている部位(食道)の直後で切断して腸

を摘出し，付着水分を軽く取り除いて重量を測定した。

腸の組織学的観察

摘出された腸をブアン液で24時間固定し， 80%アルコール中で‘保存した。その後通常のエタ

ノール脱水，透徹を経て，パラフィンに包埋し， 7μm切片を作成した。切片にはへマトキシリン

エオシン染色を施し，光顕にて観察した。

腸の酵素組織化学的観察

腸を約4
0

Cの冷アセトンで 1時間固定した後， O.IMリン酸緩衝液 (pH7.4)で調整した 10%

サッカロース液および20%サッカロース液に順次組織が沈むまで静置した(約40C)。その後，凍

結用溶媒 (Tissu争Tek，Miles Inc.)に包埋し， 10μmの凍結切片を作成してベプチダーゼおよびリ

パーゼ活性の組織化学的検出に供した。

ベプチダーゼ活性の検出は飯沼 (1959)に従いコバルト賦活法で，リバーゼ活性の検出は永田・

村田 (1975)に従い Tween法で行った。いずれの場合も後染色はニュークレアファーストレッド

を施した。両酵素の活性判定は硫化鉛の暗褐色の沈澱物の有無により行い，強陽性(-flf-)，陽性

(-lI-)，弱陽性(十)および陰性(一)の 4段階に分けた。なお，両酵素反応の対照として，約800C
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清水ら: 稚マナマコ腸における消化酵素の組織化学的発現

の熱湯中に 15分間浸潰し，酵素を破壊した組織切片を用いて前述のごとく酵素検出を行った。

結 果

体成長に伴う腸重量の増加

マナマコは体の収縮，弛緩により体長が常に変化するため，体長の正確な測定は困難であり，成

長の指標として体長を用いるのは不便である(高橋， 1992)。そこで体重を体成長の指標として腸

の発達との関係を検討した。マナマコは，体重増加の個体差が著しく，同じ鮮化後日数の個体聞

でも大きな体重差がみられた。

体重と腸重量の関係を T回t-fig.1に示す。腸は体重の増加に伴いその重量を増し，成体を含めた

供試マナマコ(体重，o.∞1-82.38 g)で両者聞に高い正の相関がみられた (Text-fig.1・A)。また，稚
ナマコのみ(体重， 0.001-1.60 g)では両者の聞に更に高い正の相関が認められた (Text-fig.1・B)。

腸組織の発達

腹部を切開された成体マナマコの消化管は，ロから食道を経てほぼ直線的に後方へ伸び，体後

部で屈曲(第一曲節)した後，右に旋回して前方へ逆走し，体前部で再び屈曲(第2曲節)して後

方へ向かい総排浩腔へと続く。本実験では食道の終りから第一曲節までを前腸，第一曲節から第

二曲節までを中腸，それ以後を後腸と便宜上分けて観察を行った。成体マナマコの前腸と中腸は

ほぼ同様の組織像を示し，これらの内腔(消化)上皮は円柱状細胞から成り，多くの繊毛を形成し

ている (Fig.la)。一部の繊毛は内腔へ長く伸長し，屈曲して複雑な組織切片像を示す。上皮細胞

が内腔に面する自由面には徴繊毛が良く発達し，厚い(約7μm)線条縁を形成している。繊毛の

上皮直下には粘膜固有層が発達しており，前腸では中，後腸に比べて構造が密である。前，中腸

の繊毛，特に内腔へ伸長したものでは，その粘膜固有層に拡張した腸血洞間隙が頻繁に見られた

(Fig.lb)。また，両腸の上皮細胞は核上方細胞質がエオシン好性を示し，エオシン好性頼粒塊を有

する細胞も多く認められた。粘膜下織(内結合組織)は厚さ約80μmであり，その外側を従走筋，

環状筋の順で取り巻いている。この筋肉層の外側には外結合組織が存在し，最外部は腹膜上皮で
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Text-fig. 1. Relatio且shipbe七W朗n七，hebody weigh七andthe inもestineweight in Stichopus 
jap側四s. (A) Eighteen specimens ranging 0.03羽 .35g in body weigh七， (B) Twelve 
young specimens of 0.03-1.60 g in body weight. 
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被われている。

後腸も基本的には前，中腸と同じ組織構成を示すが，被毛は比較的少なく，微減毛の発達も多

少劣っていた (Fig.lc)。一方，構造的には粗な粘膜固有層が大きな面積を占め(厚さ，約 160μm)，

筋肉層も前，中腸に比べ良く発達している。また，内腔上皮細胞の頂上部細胞質(線条縁下)は比

較的強い好塩基性を示した。しかし，細胞は全体的に前，中腸に比べ細胞質が粗である。

稚マナマコの腸管は体重，約0.02gのもので既に屈曲が見られるが，体成長に伴う腸組織の発

達状態は各部位で多少異なっていた (Fig.2)。

前腸は体重0.002g以下では一層の上皮細胞より成り，繊毛は認められなかった。体重0.004-

0.005 gの稚ナマコでは，内腔上皮に部分的に少数の繊毛が認められ，体重0.008gのものでは，背

の低い繊毛が比較的多く見られるように成っていた (Fig.2a)。更に，体重0.193gでは，繊毛は発

達し，上皮細胞の自由面には徴繊毛あるいは小胞状の構造が多く認められた (Fig.3)。体重0.36g 

の稚ナマコ消化上皮には好エオシン頼粒を有する細胞が多く出現していた。体重0.90gのもので

は，消化上皮は著しく発達し，腸内腔は背の高い伸長した繊毛で占められていた (Fig.4)。また，

伸長した繊毛の粘膜固有層には拡張した腸血洞間隙が認められ，上皮層には好エオシン頼粒細胞

が多く分布していた。体重l.60g以上の稚ナマコ前腸の上皮層は成体とほぼ同様の組織像を示し

ていた。

中腸は体重0.06g以下では繊毛が認められず，平坦な上皮層が内腔を取り閤んでいた (Fig.

2b)。体重0.193-0.90gの稚ナマコの中腸では規則的に配列した，比較的背の低い繊毛が観察され

(Fig.5)，成体ナマコで見られるような複雑に入り組んだ繊毛配列が観察されるのは体重l.60g以

上のものであった (Fig.6)。

後腸は体重0.06g以下のものでは，ほとんど繊毛は見られないか部分的に極少数の背の低い繊

毛が見られるのみで，多くの部分は平坦な一層の細胞から成る上皮が内腔を取り囲んでいた。体

重0.193gのもので数カ所に繊毛の発達が認められ (Fig.7)， 0.90 gのものではより多くの背の低

い繊毛が観察された。体重l.か3.0gの間で繊毛はその数と高さを増し，体重5.4g以上では，背の

高い繊毛が多く観察され，固有層も発達しており，粘膜下織，筋肉層も厚さを増し，管径や組織

の厚さを除けば成体の後腸と同じ様相を呈していた (Fig.8)。また，内腔上皮細胞の頂上細胞質も

成体の後腸と同様，好塩基性を示していた。

なお，体重0.001-0.90gの稚ナマコの腸内腔には全域にわたり摂取された食物残査が認められ，

それらの多くは珪藻類の殻であった。

消化酵素の組織化学的発現と分布

マナマコ(体重，0.001-82.38g)の腸組織で観察されたベプチダーゼおよびリパーゼ活性の分布

状態を Table1に示す。なお，体重0.004g以下の稚ナマコについては，腸の屈曲が不明瞭で前，中

および後腸の分別が困難なため，腸全体を前部，後部に2分して酵素反応を示しである。

ぺプチダーゼ活性

成体マナマコで、は，前腸，中腸，および後腸のいずれの消化上皮にも強いぺプチダーゼ活性が

認められた (Fig.9)。酵素活性部位は黒染(コバルト塩の沈着による)して認められるが，消化上

皮全体，特に頂上部細胞質が強L、活性を示し，徴繊毛の部位は活性が多少弱かった。また，強い

ベプチダーゼ陽性頼粒を有する細胞が前，中腸に多く認められた。

体重0.001-0.004gの稚ナマコ腸前部ではベプチダーゼ反応は比較的安定して認められたが

(Fig.lO)，後部で、は不明瞭な場合が多かった。なお，前部ではベプチダーゼ強陽性穎粒が多くの上

皮細胞に認められた。体重0.008-0.193gでは前腸で中程度の，中，後腸部で言語し、陽性反応、が認め
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Table 1. Hisもochemicaldetection of peptid踊 eand lipase activiti曲 m 七he
digestive epi七helium of in闘 tines in young and adul七 St肥1w仰 S
)ap側側S

Body weigbl 
Peplida揖 8cllvily Upase 8Clivity 

(菖}
Anterior Mid F師陣討。r Anlerlor Mid P田崎rior

82.380 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

5.411 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

3.053 +++ ++ +++ +++ ++ ++ 

1.6帥 +++ ++ ++ +++ +++ +++ 

0.903 +++ ++ ++ +++ ++ + 

0.601 ++ ++ ++1+ ++ +++ ++ 

0.357 ++ ++ ++ +++ +++ + 

0.193 ++1+ + + +++ ++ ++ 

0.055 ++ + + +++ +++ + 

O.制3 ++ ++ + +++ +++ + 

0.032 ++ + + +++ +++ + 

0.010 + + + +++ +++ + 

O.帥S ++ ++ +1ー +++ +++ + 

O.帥4 + +1- +++ + 

O.ωョ + +1・ +++ + 

O.帥1 + +1・ +++ + 

The enzyme 蹴も1V1も.y1S repr曲四回d剖 strong(骨)， medium (*)， we紘

(+) and nega七ive(-). 

られた。体重0.36-0.90gでは腸全域の消化上皮細胞で陽性反応が安定して認められ，前腸で比較

的強く，中，後腸で多少弱い傾向が観察された。体重1.60-3.05gのもので、は，前腸で強く，中，後

腸で中程度の陽性反応が認められたが，全体的には成体ナマコに近い状態と成っていた。体重5.41

gの稚ナマコでは，前，中および後揚のいずれも成体ナマコと同様，消化上皮に強い酵素活性が認

められた。なお，稚ナマコ腸内腔の内容物の多くは比較的強いベプチダーゼ楊性反応を示した。

リバーゼ活性

成体ナマコで、は，前，中，後腸のいずれの消化上皮においても内腔側表面に強し、酵素活性が認

められた (Fig.ll)。

腸が未発達で前，中および後腸の分別が困難な稚ナマコ(体重， 0.001-0.004 g)でも，腸上皮全

域にわたりリバーゼ活性が認められ，前部で比較的強く，後部で弱い傾向が認められた。この傾

向は体重0.008-0.90gの稚ナマコでも見られ，リバーゼ反応は前，中腸で強く (Fig.12)，後腸では

弱かった。体重1.60g以上の稚ナマコの腸上皮においては腸全域の消化上皮に成体と同様の強い

リバーゼ活性が認められた。
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考察

マナマコの体重と腸重量の関係

マナマコの体重と腸重量には正の相闘が示された (Text-fig.l-A， B)。産 (1963)はマナマコの

体重と体容積には正の相闘があると報告している。それ故，体重は体成長の指標と成り，体成長

に比例して腸の重量が増すと言える。雀 (1963)は消化管重量と消化管腔容量との間にも正の相

闘があると述べており，消化管重量の増加は摂取できる餌の量や大きさの増加および増大を示す

ものと考えられる。また，腸重量の増加は体重増加に比例して直線的に上昇していることから，摂

餌能力は体重増加に伴い漸進的に増大していくものと思われる。

マナマコの蛋白質および脂肪消化能力

成体マナマコの腸組織は基本的に腸腔側から消化上皮，結合組織，筋肉層，体腔上皮から成る

腹膜の順で成り立っている。前腸，中腸および後腸のいずれにおいても内腔上皮が発達し，多く

の繊毛を形成しており，特に前，中腸で顕著であった。消化器官の内腔上皮に見られる徴繊毛は

一般的に細胞の吸収表面積を増やして吸収能率を上げるのに役立つていると言われている(山

元， 1971)。それ故，崖 (1963)も述べているようにマナマコ腸の内腔上皮は消化上皮としての機

能を有し，その細胞の徴繊毛は吸収能率を上げる働きをしていると考えられる。一方，ベプチダー

ゼ(蛋白質分解酵素)およびリバーゼ(脂肪分解酵素)の両酵素は成体マナマコ腸全域の消化上

皮に見られ，強い酵素活性を示していた。このことは，成体マナマコの腸は前，中，後のいずれ

の部位においても蛋白質および脂肪を分解する能力を有していると考えられる。しかし，後腸は

前，中腸に比べ上皮層の繊毛が少なく，後腸での消化能力は前，中腸に比べ多少劣ると思われる。

本実験での成体ナマコの結果は峯 (1963)が生化学的に検出したぺプチダーゼおよびエステラー

ゼ(脂肪分解酵素)の組織内分布を明らかにしたものと言える。

1降化後6カ月の比較的体成長の良好な群(体重， 0.36-0.90 g)や1.5歳のもの(体重， 1.60-5.41 
g)では腸は管径や粘膜下組織の結合組織，筋肉層の厚みの違いを除けば組織学的に成体マナマコ

とほぼ同様であり，ベプチダーゼおよびリバーゼの両酵素活性も同様に認められた事から，これ

らの稚マナマコは蛋白質および脂肪の消化，吸収機能を十分備えていると考えられる。しかし，同

じ勝化後6カ月のマナマコでも成長の悪い群(体重， 0.19-0.30 g)では中腸，後腸における内腔上

皮，結合組織および筋肉層は比較的未発達であり，ベプチダーゼ活性も体重の重い群に比べ低かっ

た。従ってこれらの稚ナマコ腸では食物との接触面積や腸の嬬動力は体重の重い0.5歳群やそれ

以上のものに比べ小さく，蛋白質分解能力も多少劣っていると思われる。更に著しく体重の軽い

マナマコ(体重， 0.001-0.008 g)では，内腔上皮，結合組織および筋肉層の発達は消化管全域で非

常に遅れており，ベプチダーゼ活性も腸前部では比較的強いが，中，後部では弱く，蛋白質の消

化能力はさらに劣っていると考えられる。しかし，内腔上皮が繊毛を形成していない一層の細胞

から成る場合でもベプチダーゼ活性が認められ，腸前部ではベプチダーゼ陽性穎粒を有する細胞

が多く見られたことから，蛋白質を吸収する機能は獲得していると思われる。また，これらの稚

マナマコでは強L、リバーゼ活性が前，中腸域に認められた事から，脂肪を分解する能力は蛋白質

分解能より前に十分に獲得していると考えられる。

Kawaguti (1964)は透過型電顕による観察で，マナマコの腸上皮細胞に電子密度の高い頼粒を

認め，それ等を消化吸収された物質と考えている。また， Feral.Massin (1982)はHoloぬroidsの

前，後腸の内腔上皮にT型細胞を，その他の部分(中腸1)に分泌頼粒を有する Enterocyte(腸細

胞)を認めている。また，車車皮動物の腸上皮には粘液細胞や浸潤した体腔球なども見られ，ある種

の体腔球は腸内腔からの物質吸収に関係しているとの報告もある (Fuji，1961; Bamford， 1982)。
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それ故，本観察でエオシン好性頼粒あるいはぺプチダーゼ活性頼粒を認めたが，これ等の頼粒間

の関係やその性質，またこれ等の穎粒を有する細胞の機能を明らかにするためには，微細構造レ

ベルで、の詳しい観察が必要である。
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EXPLANATION OF PLATES 

PLATE 1. Histological micrographs showing七hedevelopmen七ofintesもinesin adult and young 
S・)ap側必叫s.
C:∞nnective七issue， E: digestive epithelium， L: intestinal lumen， P: peri七oneal
epi七helium，V: villus 
Fig. 1a. A cross s田tionofもhean七eriorir由 stinein an adulもspecimen(82.35 g body weight). 
The digesもiveepiも.heliumforms well-developed villi. 
Fig. 1b. A cross section of the mid in旬stinein the same spe巴imenas Fig. 1a. Extending villi 
o∞upy largely a lumen sp蹴 e，having expanded hemal lacunae (H). 
Fig. 1c. A cross section of the posterior intestine in the same sp凹 lmen副 Fig.1a. The 
∞nn田tIVeもissuedevelops widely beneath the dig閣もiveepithelium. 
Fig. 2a. A cross section of the an七eriorintestine in a young specimen (0.008 g body weight). 
Villi partially develop in出.edigestive epi七heliutn.
Fig. 2b. A cross section ofも，hemid in七esもinein the same specimen幽 Fig.2a. The digestive 
epithelium forms a七hinlayer of flat七enedcells and have no villus. 
Fig. 2c. A cro唱ssection ofぬeposterior in旬stineof七hesp凹 imenof Fig. 2a. The conn凹tive
もi田ueunder the dig闘志iveepithelium is not developed. 

PLATE 11. Histological micrographs of int制 in田 inyoung丘jap側 icusof various sizes. 
C:∞nn即位vetissue， E: diges七iveepi七helium， L: inもestinallumen， P: periもoneal
epi七，helium，V: villus 
Fig. 3. A cross s前七ionof the anterior intestine in a young specimen (0.193 g body weigh七).
Villi have been well developed but have no in飴的inalhemal lacuna. 
Fig. 4. A cross s白色ionof the anterior in旬stinein a young specimen (0.903 g body weight) 
Elongating villi largely occupy a lumen sp邸 eand have well-developed hemall邸 un蹴 (H)

Fig. 5. A cross section of七hemid inぬ杭inein a young sp田 imen(0.903 g body weighも). The 
digestive epiもheliumforms relatively thick villi， and the lumen is occupied wi七hfood 
remnan旬.
Fig. 6. A cross section of七hemid intestine in a young specimen (5.41 g body weigh七). Villi 
grow in length and number， and the conn町七ivetissue forms a自rmlayer. 
Fig. 7. A cross section of七hepos旬riorin飽stinein a young specimen (0.193 g body weight). 
Villi and七heconnective tissue are less developed. 
Fig. 8. A cross section of the posterior in七es七inein a young specimen (5ι1 g body weight). 
Villi are well-developed and七heconne峨iveもissueforms a七hicklayer. Muscles are also 

weH-developed forming a firm layer facingぬeperitoneal epithelium. 

PLATE 111. Hisもochemicalmicrographs showing pep七idaseand lipase activiti田 inin絶叫mes
of adul七andyoung S. jap側 wus.
C:∞nnectiveもissue， E: dig白色iveepithelium， L: inもes七inalepi七helium， M: muscle 
layer， V: villus 
Fig. 9. A cross s田もionshowing peptidase activity on七hemid inぬstinein an adult sp凹imen
(82.35 g body weight). Peptidase蹴七ivityis intensely de旬，c飴dinもhedigesもiveepiも，helium.
Fig. 10. A cro明 sec七ionof inもestineof a young specimen (0.002 g body weight). The diges七lve
epithelium shows peptid副争P邸時ivereaction， containing many positive granules (arrow 
head). 
Fig. 11. A cross section of the pos加riorint田tineshowing lipase即もivityinぬesamesp田imen
制 Fig.9. Lipaseトpositivereaction is intense in the digestive epi七helium.
Fig. 12. A cross s田tionofぬedigestive epi七，heliumshowing lipase ac七ivityinぬeintestine of 
a young sp田imen(0.008 g body weight). The digestive epithelium， especiallyもheapical 
cytoplasm shows an intense lip踊e-p叩i七ivereaction (町rows).
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